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1. UVOD 
 
 Upotreba biljaka u lečenju stara je koliko i čovečanstvo. Brojne lekovite biljke su 
poslužile kao prirodne sirovine za razvoj mnogih danas široko primenjivanih lekova. 
Kora vrbe (Salix sp.) se često smatra jednim od prvih primera savremenog razvoja lekova 
iz lekovite biljke. Hemijska oksidacija salicina, sastojka kore vrbinog drveta, dovela je do 
otkrića nove supstance – salicilne kiseline. Acetilovani derivat salicilne kiseline 
(acetilsalicilna kiselina, Aspirin®) postao je jedan od najuspešnijih lekova u istoriji 
medicine [1]. Otkrićem aspirina i drugih nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL) 
upotreba vrbe u terapijske svrhe se smanjuje, da bi se u novije vreme ponovo našla u žiži 
interesovanja. Terapija zapaljenskih bolesti, kao što su reumatoidni artritis, osteoartritis, 
zahteva dugotrajnu primenu NSAIL, čime se opasnost od mogućih ozbiljnih neželjenih 
delovanja povećava. Stoga, sve se veća pažnja usmerava na pronalazak efikasnih, a 
bezbednijih alternativa prirodnog porekla [2]. 
 Kora vrbe ispoljava antiinflamatorno, analgetičko i antipiretičko delovanje [3]. 
Koristi se u terapiji različitih vrsta bolova, uključujući reumatski bol, bol u leđima, 
zubobolju i menstrualne grčeve. Takođe se koristi za ublažavanje bolova u grlu, groznice 
i glavobolje povezane sa infekcijama gornjeg dela respiratornog trakta i gripom [4]. 
 Mnoge vrste roda Salix, uprkos širokoj rasprostranjenosti u prirodi, do danas su 
nedovoljno ispitane. Osim toga, ne postoje podaci o hemijskom sastavu i biološkim 
aktivnostima vrba sa teritorije Republike Srbije. Sadržaj sekundarnih metabolita od 
farmakološkog značaja varira među različitim vrstama, ali i unutar iste vrste vrbe u 
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zavisnosti od brojnih činilaca [5-8]. Sadržaj hemijskih supstanci u biljkama uslovljen je 
kako genetskim tako i faktorima sredine. Biljke iste vrste koje rastu u prirodnom 
okruženju mogu da se razlikuju u sadržaju aktivnih supstanci. Koncentracije sekundarnih 
metabolita određuju farmaceutsku i terapijsku primenjivost biljnog materijala i 
izolovanih komponenti [9]. Kako svako geografsko područje ima svoje specifičnosti, 
uočen je značaj ispitivanja vrsta vrba čije se prirodno stanište nalazi na teritoriji naše 
zemlje. 
 Postojeća istraživanja se uglavnom odnose na koru vrbe, koja je oficinalna droga 
prema farmakopeji, dok se list kao otpadni produkt uglavnom odbacuje nakon 
sakupljanja kore. Stoga su podaci o hemijskom sastavu i sadržaju aktivnih komponenti u 
listu oskudni. Nusproizvodi prerade biljaka predstavljaju veoma perspektivne izvore 
supstanci visoke vrednosti, sa posebnim naglaskom na pronalaženje bioaktivnih i 
tehnološki važnih sekundarnih metabolita [10]. 
 U novije vreme, razvijene su savremene metode za brzu i efikasnu ekstrakciju 
bioaktivnih komponenata iz čvrstog matriksa, među kojima mikrotalasna i ultrazvučna 
ekstrakcija imaju najveći potencijal kada je u pitanju izolovanje prirodnih proizvoda. 
Mikrotalasna ekstrakcija se zasniva na upotrebi mikrotalasne energije za zagrevanje 
rastvarača koji je u kontaktu sa uzorkom, dok se prednosti ultrazvučne ekstrakcije 
pripisuju mehaničkom efektu kavitacije. U brojnim studijama na lekovitim biljkama obe 
metode su značajno skratile vreme i povećale prinos ekstrakcije [11-14]. U literaturi 
postoji mali broj podataka o ekstrakciji aktivnih principa kore i lista vrbe klasičnim i 
drugim metodama ekstrakcije. Kako je adekvatan postupak ekstrakcije osnova za 
dobijanje kvalitetnih ekstrakata, uočen je značaj njenog ispitivanja. 
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2. OPŠTI DEO 
 
2.1. Rod Salix 
 
Rod Salix pripada porodici Salicaceae i obuhvata oko 450 vrsta koje su 
rasprostranjene širom sveta, pre svega u severnoj hemisferi. Prevashodno se mogu naći u 
umerenom toplotnom pojasu i u arktičkom pojasu, a prisutne su i u subtropskom i 
tropskom toplotnom pojasu. Geografska lokalizacija vrba podrazumeva sve kontinente 
izuzev Antarktika i Australije [15-17]. Naziv roda Salix potiče od keltske reči sallis, što 
znači blizu vode. Vrbe su prilagođene širokom rasponu staništa, iako, kao što i samo ime 
roda sugeriše, uglavnom rastu na vlažnim područjima, uz reke ili na močvarnim mestima 
[18]. U planinama Južne Evrope i umerene klimatske zone Azije neke vrste se penju i do 
3000 m nadmorske visine. Vrbe se mogu javiti u formi visokog drveća, kao što su Salix 
alba i Salix fragilis, malog drveća poput Salix daphnoides, velikog grmlja kao što je Salix 
purpurea ili patuljastog grmlja poput Salix retusa, ali i kao niske puzeće drvenaste biljke, 
kao što je arktička vrsta Salix herbacea, koja maksimalno doseže visinu od 6cm [15, 19]. 
Drvo je meko i uglavnom savitljivo. Listovi su karakteristično izduženi, mogu biti 
okruglog do ovalnog oblika, uglavnom zašiljeni na vrhu, često sa nazubljenim ivicama, 
tamno zelene boje sa lica, a nešto svetlijeg naličja, goli ili dlakavi, na kratkim lisnim 
peteljkama. Vrbe su uglavnom dvodome biljke, sa jednopolnim cvetovima. Listići 
cvetnog omotača su redukovani. Muške cvetove čine 2-5 prašnika u pazuhu brakteje, a 
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ženske tučak u pazuhu brakteje. Cvetovi su skupljeni u cvasti – mace. Plod je čaura sa 
velikim brojem semena [20]. 
U Republici Srbiji raste 18 vrsta vrba. Najčešće se javljaju kraj voda ili na 
vlažnijim mestima, bez veće vezanosti za određenu geološku podlogu [21]. 
Taksonomski položaj roda Salix prikazan je u Tabeli 1. 
 
Tabela 1. Taksonomija roda Salix [22]. 
 
Carstvo (regnum) Plantae 
Razdeo (divisio) Tracheophyta 
Podrazdeo (subdivisio) Spermatophytina 
Klasa (class) Magnoliopsida 
Nadred (superordo) Rosanae 
Red (ordo) Malpighiales Bercht. & J. Presl 
Porodica (familia) Salicaceae Mirb. 
Rod (genus) Salix L. 
 
2.2. Karakteristike vrsta 
 2.2.1. Salix alba L. 
 
Jedna od najpoznatijih i najviših vrba, dostižući visinu od 30 m i 1 m ili više u 
prečniku, bela vrba se karakteriše gracioznom krošnjom sa vrhovima grana savijenim 
prema dole. Njene grančice, pupoljci i uski listovi su gusto prekriveni svilenkastim 
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dlačicama, dajući joj srebrni izgled lako uočljiv iz daljine – otuda potiče njen naziv. 
Prirodno je rasprostranjena je širom Evrope (izuzev nordijskih zemalja), Male Azije i 
zapadnog Sibira, a prisutna je i u severnoj Africi. Može se naći od nivoa mora pa čak do 
2400 m nadmorske visine. S. alba je vrsta kojoj pogoduje umerena klima sa blagim 
zimama, toplim letima i kratkotrajnom letnjom sušom. Povremene snežne padavine mogu 
da oštete grane i krošnju. Međutim, ima visok stepen tolerancije na polusuvu klimu i 
relativno hladne zime. Nastanjuje rečne doline i močvarna područja, sa preferencijom ka 
peskovitim, silikatnim, karbonatnim ili čak relativno siromašnim zemljištima. Jedna je od 
glavih vrsta na obalama reka, gde često formira šumarke protežući se kilometrima. Bela 
vrba je široko kultivisana i prostire se daleko izvan svog prirodnog staništa, stoga je teško 
proceniti obim prirodnih područja. Tokom sedamdesetih godina prošlog veka 
najznačajnije populacije su se nalazile u dolini reke Dunav i njenim pritokama, prostirući 
se na teritoriji bivše Jugoslavije i Rumunije. 
U mnogim oblastima, to je jedna od najčešćih biljaka koje se gaje u parkovima, na 
imanjima, stambenim zonama i obalama reka [23]. 
 
 2.2.2. Salix amplexicaulis Bory. (syn. Salix purpurea subsp. amplexicaulis) 
 
 Vrsta Salix amplexicaulis je žbun visine 2-5 m [24]. Listovi su sedeći ili skoro 
sedeći, srcaste ili koso odrezane osnove, naspramno raspoređeni [21] (Slika 1). 
Rasprostranjena je na zapadnom Balkanu, u Italiji, Francuskoj i Turskoj. Naseljava 
vlažne obale reka i obode jezera [25]. 
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Slika 1. Salix amplexicaulis Bory 
(© Dipartamento di Scienze della Vita, Università degli Studi di Trieste by Andrea Moro, 
Licence CC BY-SA 4.0; Preuzeto sa http://dbiodbs.units.it/carso/cercapiante01) 
 
 2.2.3. Salix babylonica L. 
 
 Salix babylonica (žalosna vrba) je listopadno drvo, poreklom iz Kine, koje dostiže 
visinu od 20 m. Ima otvorenu krošnju i duge viseće grane. Kora je sivo-crna. Listovi su 
lancetasti do linearno lancetasti, 9-16 cm dugi i 0,5-1,5 cm široki, po obodu nazubljeni, 
blago sjajni, tamno zeleni sa lica i sivo-zeleni sa naličja. Lisna drška je pubescentna i 
duga 5-10 mm. Cvetovi su dvopolni, u obliku visećih resa, pojavljuju se u aprilu-maju 
istovremeno sa lišćem. Žalosnoj vrbi pogoduje vlažna sredina i najčešće se javlja uz 
obalu reka, jezera, na peskovitim i močvarnim staništima. Dobro podnosi plavljenje. S. 
babylonica je vrsta koja zahteva sunčevu svetlost, tako da teško opstaje u zaseni. Iako je 
relativno osetljiva na zimske hladnoće, i dalje je jedno od najšire kultivisanih drveća 
širom sveta [23, 26]. 
 
7 
 
 2.2.4. Salix eleagnos Scop. 
 
 Žbun ili malo drvo visine do 10 m, glatke sive kore. Grančice su tanke i lomljive. 
Listovi su lancetasti do linearni, dužine 5-12 cm i širine 0,5-1 cm, sa blago talasastim ili 
podvijenim obodom, prema vrhu su sitno testerasti, pri osnovi i ka vrhu postepeno 
zašiljeni (Slika 2). Rasprostranjena je u srednjoj i južnoj Evropi i Maloj Aziji. U 
Republici Srbiji je naročito česta kraj rečnih tokova u zapadnom delu zemlje [21]. 
 
 
Slika 2. Salix eleagnos Scop. 
(© Dipartamento di Scienze della Vita, Università degli Studi di Trieste by Andrea Moro, 
Licence CC BY-SA 4.0; Preuzeto sa http://dbiodbs.units.it/carso/cercapiante01) 
 
 2.2.5. Salix fragilis L. 
 
 Drvo visine do 25 m sa širokom krošnjom. Kora starog stabla je uzdužno 
ispucala. Grančice su savitljive i pri osnovi se lako lome uz karakterističan zvuk. Listovi 
su lancetasti do eliptični, dugi 5-16 cm i široki 2-4 cm, nazubljeni po obodu. Mladi listovi 
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su svilenkasto maljavi, starenjem postaju glatki. Zreli listovi su tamnozeleni i sjajni sa 
lica, svetliji i bez sjaja sa naličja. Rasprostranjena je u Evropi, Maloj Aziji, Iranu i 
zapadnom Sibiru. Raste na vlažnim mestima, uz reke i potoke. Široko rasprostranjena u 
Republici Srbiji [21, 23]. 
 
 2.2.6. Salix purpurea L. 
 
Osrednji do visoki žbun ili malo drvo visine 1-2 m, doseže i do 4 m. Prirodno 
rasprostranjena u Evropi i severnoj Africi, raste uz obalu reka i potoka, vlažnim livadama 
i vlažnom pesku. Grane purpurne vrbe su duge, tanke, smeđe do maslinasto zelene i 0,6-
1,5 cm debele. Grančice su crvenkasto smeđe do maslinaste, potpuno gole, glatke i sjajne. 
Ispod kore je svetlo žuto drvo. Listovi su promenljive veličine sa veoma kratkim 
drškama. Nektarije su većinom svetlo ljubičaste. Filamenti u muškim cvetovima povezani 
su sa ljubičastim prašnicama, odakle i potiče naziv vrste. S. purpurea se uzgaja širom 
Evrope. Jedna je od najprilagodljivijih vrsta vrba, otporna na ekstremnu toplotu, vlagu i 
sušu [23]. 
 
 2.2.7. Salix triandra L. 
 
Salix triandra (bademolisna vrba) je široko rasprostranjena u Evroaziji. Raste na 
obalama reka i potoka, a povremeno i na sekundarnim staništima kao što su jarci i 
vododerine. Njena vertikalna distribucija seže od nizija do umerenih planinskih visina; na 
Pirinejima se penje do 1700 m. Bademolisna vrba je visoki žbun ili ređe, manje drvo 
visine do 10 m, kratkog stabla i široke krošnje. Kora je glatka, sivkasta, otpada u vidu 
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ljuspa. Grančice su gole, zelenkaste ili crvenkasto-smeđe. Listovi su promenljivog oblika 
i veličine, 3,5 – 7,5 puta duži nego što su široki. Usko cilindrične i pomalo povijene rese 
nalaze se na dugoj dršci. Muški cvetovi sadrže tri prašnika [21, 23, 27]. 
U Republici Srbiji rasprostranjena je u ravničarskim predelima uz obalu reka i 
potoka ili močvarnim staništima, ređe u brdskim predelima. Pored reke se javlja i na 
preko 1000 m nadmorske visine [21]. 
 
2.3. Upotreba vrbe kroz istoriju 
 
Upotreba vrbe kao lekovitog sredstva datira iz daleke prošlosti. Asirci i Sumeri su 
koristili koru vrbe još 4000 godina p.n.e. protiv bolova u mišićima kao i za snižavanje 
povišene telesne temperature. Drevni Egipćani (1300 god. p.n.e.) su koristili koru bele 
vrbe u lečenju bola i upale, a lišće vrbe je našlo upotrebu kao antipiretik, protiv bolova u 
zglobovima i za smanjenje bola i upale kod rana. Hipokrat (400 god. p.n.e.) i Dioskorid 
(100. godina) su preporučivali upotrebu kore vrbe kao leka kod reumatskog oboljenja 
zglobova, za ublažavanje porođajnih bolova i groznice, ali se njena upotreba značajno 
smanjila u toku srednjeg veka [28]. 
Godine 1763. Edvard Stoun je opisao terapijsku upotrebu praha kore vrbe za 
lečenje malarijske groznice. Francuski farmaceut, Henri Leroux izolovao je salicin 1826. 
godine, a 1838. godine Rafael Piria je otkrio strukturu salicina kao glikozida salicil 
alkohola i oksidacijom salicil alkohola sintetisao salicilnu kiselinu. 1899. godine je 
nemačka kompanija Bayer zaštitila acetilsalicilnu kiselinu pod nazivom ,,Aspirin‘‘ [28-
30]. 
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 Danas je kora vrbe jedan od mnogih sastojaka biljnih lekova i dijetetskih 
suplemenata koji ispoljavaju analgetičko, antipiretičko i antiinflamatorno delovanje, a 
deo su čak i preparata za pospešivanje gubitka telesne težine [31]. Nemačka Komisija E 
propisuje preparate na bazi kore vrbe za lečenje febrilnih stanja, reumatskih tegoba i 
glavobolje u dnevnoj dozi od 60-120 mg ukupnog salicina [32]. Monografija Evropske 
naučne kooperacije za fitoterapiju (ESCOP) preporučuje ekstrakte odgovarajućih Salix 
vrsta za simptomatsku terapiju febrilnih stanja, blagih reumatskih tegoba i bolova, 
uključujući i glavobolju u dozi do 240 mg salicina dnevno [33]. 
 
2.4. Droga i osnovne aktivne komponente 
Prema šestoj Evropskoj Farmakopeji (2007) oficinalna droga je kora vrbe - Salicis 
cortex. Droga se definiše kao cela ili fragmentisana osušena kora mladih grana ili celi 
osušeni delovi grančica iz tekuće godine različitih vrsta roda Salix uključujući S. 
purpurea L., S. daphnoides Vill. i S. fragilis L. Droga treba da sadrži najmanje 1,5% 
ukupnih salicilnih derivata, izraženih preko salicina, računatih u odnosu na masu osušene 
droge [34]. 
Vrbe stvaraju i akumuliraju širok spektar sekundarnih metabolita. Najznačajnije 
komponente pripadaju različitim grupama fenolnih jedinjenja, pre svega derivatima 
salicilnog alkohola, flavonoidima, jednostavnim fenilpropanoidima i proantocijanidinima 
[35]. Salicin i njegovi derivati su hemotaksonomski markeri roda Salix i smatraju se 
odgovornim za farmakološku aktivnost Salix vrsta [36]. Međutim, rezultati kliničkih 
studija su pokazali da salicilni derivati nisu jedine komponente odgovorne za lekovita 
svojstva vrbe, već da i druge prisutne supstance kao što su polifenoli (flavonoidi, flavan-
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3-oli) i jednostavni fenoli (fenolne kiseline) doprinose ukupnom terapijskom efektu kore 
vrbe [31, 37, 38]. Pretpostavlja se da je ovaj efekat rezultat sinergističke interakcije 
između fenolnih jedinjenja i salicina [39]. U Tabeli 2 dat je literaturni pregled hemijskog 
sastava kore S. purpurea. 
 
Tabela 2. Literaturni pregled hemijskog sastava kore vrste Salix purpurea 
Klasa Komponenta Reference 
Salicilni glikozidi 
Salicin 
[9, 32, 40-49] 
Salikortin 
Tremulacin 
2’-O-acetilsalicin 
2’-O-acetilsalikortin 
Salirepozid 
Fragilin 
Populin 
Saliciloilsalicin 
Saliciloiltremuloidin 
Tremuloidin 
Fenolni glikozidi 
Purpurein 
Siringin 
Ampelopsin 
Vimalin 
Flavoni Apigenin-7-O-glikozid 
Flavanoni 
Eriodiktiol-7-glikozid 
(+) i (-) – naringenin-5-glikozid 
Naringenin 
Flavonoli 
Rutin 
Kvercetin 
Miricetin 
Izokvercitrin 
Kemferol-3-O-glikozid 
Kemferol-3-O-ramnozid 
Flavan-3-oli 
Galokatehin 
Katehin 
Epikatehin 
Katehin-3-O-(1-hidroksi-6-okso-2-
cikloheksen-1-karboksilna kiselina)-estar 
Fenolne kiseline 
Galna kiselina 
Hlorogenska kiselina 
Siringinska kiselina 
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Salicilna kiselina 
Protokatehinska kiselina 
α-rezorcinolna kiselina 
Procijanidini 
B1 (epikatehin-(4β→8)-katehin) 
B3 (katehin-(4α→8)-katehin) 
Epikatehin-(4β→8)-katehin-(4α→8)-katehin 
Epikatehin-(4β→8)-epikatehin-(4β→8)-
katehin 
Halkoni Izosalipurpozid 
 
Salicilati se nalaze u mnogim vrstama roda Salix (S. nigra, S. daphnoides, S. 
purpurea, S. fragilis...) koje su česta zamena za koru bele vrbe (Salix alba) u 
komercijalnim proizvodima. Sadržaj salicilata je viši u kori S. fragilis (1-10%), u kori S. 
purpurea (4-8%), u lišću S. repens (5-12%) i u lišću S. rosmarinifolia (7-10%) a niži je u 
kori bele vrbe (0,5%). Koncentracija salicilata i njihova dostupnost takođe variraju unutar 
vrste u zavisnosti od lokaliteta, životnih uslova, gajenja i obrade [4, 32]. Salicin i 
salikortin su primarni salicilati kore bele vrbe [50]. Za razliku od acetilsalicilne kiseline 
dobijene sintetskim putem, prirodni sastojak salicin (prekursor salicilne kiseline) ne 
dovodi do ireverzibilne inhibicije agregacije trombocita što smanjuje rizik od krvarenja. 
Pored toga, ne izaziva ni iritaciju sluznice želuca [51-53]. Salicin i salikortin se 
metabolišu dejstvom crevne flore do saligenina, koji se apsorbuje u krvotok i dalje se u 
jetri metaboliše u salicilnu kiselinu. Eliminacija se prevashodno odvija putem bubrega. 
Preko 80% salicina se apsorbuje nakon oralne primene. Zbog vremena koje je potrebno 
za metabolisanje salicilata vrbine kore, terapijski efekat je sporiji nego pri primeni 
sintetskih salicilata. Salicilnu kiselinu je odobrila FDA za topikalnu primenu u tretmanu 
bradavica, žuljeva, kurjih očiju i u okviru nekih lekova koji se izdaju bez lekarskog 
recepta u terapiji akni [32, 54]. 
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Pored derivata salicina, fenolne kiseline su važni konstituenti vrba, među kojima 
su posebno značajne kafena, ferulna, hlorogenska, galna, cimetna, vanilinska, 
kumarinska, p-hidroksibenzojeva kiselina. Takođe je značajno i prisustvo flavonoidnih 
jedinjenja, kao što su rutin, kvercetin, miricetin, katehin, epikatehin, naringenin i dr. 
(Slika 3). Smatra se da fenolne kiseline i flavonoidi svojim antioksidativnim potencijalom 
doprinose ukupnom antiinflamatornom i analgetičkom delovanju vrba [31, 55-58]. Pored 
prethodno pomenutih klasa jedninjenja, vrbe se odlikuju i visokim sadržajem 
kondenzovanih tanina [3, 59]. 
 
   
a)      b) 
  
c)          d)          e)         f) 
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  g)   h)   i) 
 
 
 
  
  j)       k) 
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  l)      m) 
  
  n)      o) 
Slika 3. Strukture fenolnih i flavonoidnih jedinjenja: a) salicin; b) hlorogenska kiselina; 
c) galna kiselina d) p-hidroksibenzojeva kiselina; e) vanilinska kiselina; f) kafena 
kiselina; g) ferulna kiselina; h) p-kumarinska kiselina; i) trans-cimetna kiselina; j) 
epikatehin; k) katehin; l) rutin; m) miricetin; n) kvercetin; o) naringenin. 
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2.5. Delovanja 
 Brojne farrmakološke studije su dokazale da je klinička efikasnost preparata 
vrbine kore zasnovana na njenim analgetskim, antiinflamatornim, antipiretičkim i 
antioksidativnim svojstvima. Osim toga, dokazan je i efekat zaštite hrskavice [60]. 
 
 2.5.1. Analgetsko delovanje 
 
 Terapijska efikasnost preparata na bazi kore vrbe za smanjenje bolova u leđima i 
bolova uzrokovanih osteoartritisom potvrđena je u više kliničkih studija. 
 Chrubasik i saradnici su ispitivali sposobnost ekstrakta kore vrbe da ublaži 
hronični bol u donjem delu leđa. U randomizovanoj, dvostruko slepoj studiji na 210 
pacijenata sa pogoršanjem hroničnih bolova u leđima, četvoronedeljna terapija 
ekstraktom kore vrbe u dnevnoj dozi kojoj odgovara 120 mg ili 240 mg salicina dovela je 
do značajnog smanjenja bolovau odnosu na placebo. U poslednjoj nedelji terapije bez 
bolova je bilo 39% ispitanika koji su primali višu dozui 21% koji su dobijali nižu dozu, 
dok je svega 6% bilo u placebo grupi. Štaviše, efekat primene ekstrakta sa višom dozom 
salicina je bio uočljiv već nakon prve nedelje. Osim toga, značajno manjem broju 
pacijenata u ekstraktom tretiranim grupama (4% i 14%) je bio potreban dodatno tramadol 
u odnosu na placebo grupu (47%). Kod jednog pacijenta je uočena alergijska reakcija 
[61]. 
 U ispitivanju na 228 pacijenata sa akutnim pogoršanjem hroničnog bola u leđima, 
ekstrakt kore vrbe u dnevnoj dozi ekvivalentnoj 240 mg salicina pokazao se jednako 
efikasnim kao i inhibitor COX-2, rofekoksib (12,5 mg/dan) [62]. 
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 Efikasnost ekstrakta kore vrbe u terapiji bolova izazvanih osteoartritisom 
pokazana je u randomizovanom, dvostruko slepom kliničkom istraživanju Schmidta i 
saradnika.Istraživanje u trajanju od 2 nedelje obuhvatiloje 78 pacijenata sa 
osteoartritisom, kojima je dodeljen placebo ili ekstrakt kore vrbe u dozi od 240 mg 
salicina dnevno. Osećaj bola se smanjio za 14% kod ispitanika koji su primali ekstrakt, 
dok se u kontrolnoj grupi povećao za 2%. Rezultati studije su pokazali da ekstrakt kore 
vrbe ima umereni analgetički efekat u terapiji osteoartritisa i dobru podnošljivost [63]. 
 Efikasnost ekstrakta kore vrbe potvrđena je i u studiji na 333 pacijenata sa 
sindromom lumbalne i vratne kičme ili gonartrozom. Kod dve trećine pacijenata 
efikasnost je bila uporediva sa ibuprofenom ili diklofenakom [60]. 
 Efikasnost i podnošljivost ekstrakta kore vrbe ispitivane su u otvorenoj, 
multicentričnoj opservacionoj studiji u trajanju od 6 nedelja na pacijentima sa artrozom 
kolena i kuka. Rezultati studije su doveli do zaključka da je ekstrakt kore vrbe jednako 
efikasan kao i standardna terapija za ove indikacije, uz mnogo bolju podnošljivost. Zbog 
dobre tolerancije, naročita korist primene ekstrakta kore vrbeje potvrđena kod hroničnih 
bolesnika koji su na dugotrajnoj terapiji [64]. 
 
 2.5.2. Antiinflamatorna aktivnost 
 
 Khayyal i saradnici su ispitivali antiinflamatorno delovanje standardizovanog 
vodenog ekstrakta kore vrbe na dva modela inflamacije u poređenju sa antiinflamatornom 
dozom acetilsalicilne kiseline, kao neselektivnog COX inhibitora, i celekoksibom, kao 
selektivnog COX-2 inhibitora. Na bazi mg/kg, ekstrakt je bio najmanje toliko efikasan 
kao acetilsalicilna kiselina u redukciji inflamatornih eksudata i inhibiciji infiltracije 
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leukocita, kao i u sprečavanju porasta nivoa citokina. Ekstrakt kore vrbe je bio efektivniji 
od acetilsalicilne kiseline u supresiji leukotriena, a jednako efikasan u inhibiciji 
prostaglandina. Ekstrakt je ispoljio jače dejstvo na COX-2 od acetilsalicilne kiseline. 
Rezultati su pokazali da vodeni ekstrakt kore vrbe značajno podiže nivo radukovanog 
oblika glutationa, koji igra značajnu ulogu u sprečavanju lipidne peroksidacije. Efekat 
ekstrakta je bio jači u poređenju i sa acetilsalicilnom kiselinom i sa celokoksibom. Veće 
doze ekstrakta su takođe smanjile nivo malonilaldehida i pokazale određenu superiornost 
u odnosu na acetilsalicilnu kiselinu i celekoksib u zaštiti orgnizma od oksidativnog stresa 
[37]. Na Slici 4 šematski je prikazano učešće enzima ciklooksigenaze u biosintezi 
prostaglandina [65]. 
 
Slika 4. Mehanizam biosinteze prostaglandina 
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 In vitro ispitivanja Bonaterra i saradnika su pokazala da ekstrakt kore vrbe i 
njegova vodena frakcija ispoljavaju značajnu antiinflamatornu aktivnost preko inhibicije 
proinflamatornih citokina (TNF-α), COX-2 i translokacije nuklearnog transkripcionog 
faktora (NF-κB) u aktiviranim humanim monocitima [66]. 
 U studiji Freischmidt i saradnika ispitivana je sposobnost komercijalnog ekstrakta 
kore vrbe S. purpurea da inhibiše TNF-α indukovanu ekspresiju intracelularnog 
adhezionog molekula-1, kao mere antiinflamatorne aktivnosti u humanim 
mikrovaskularnim endotelnim ćelijama. Rezultati su naveli na zaključak da 
antiinflamatornoj aktivnosti kore vrbe doprinose i katehin i flavonoidi, a ne samo salicin 
[67]. 
 Ishikado i saradnici su pokazali da je frakcija ekstraktakore vrbe bez salicina 
indukovala antioksidantne enzime i prevenirala oksidativni stres preko aktivacije 
nuklearnog faktora eritroid-2 povezanog faktora 2 (Nrf-2) u endotelnim ćelijama humane 
pupčane vene. Ove studije su doprinele dodatnom saznanju o mehanizmu delovanja kore 
vrbe da su za aktivnost zaslužne i komponente mimo salicina [68]. 
 Ispitivanje Shakibaei i saradnika je pokazalo da ekstrakt kore vrbe ispoljava 
antiinflamatorni i anabolički efekat na artikularnim hondrocitima pasa preko 
kompleksnog mehanizma nishodne regulacije COX-2 i metaloproteinaza [69]. 
 Vodeni ekstrakt kore vrbe je ispoljio jače antiinflamatorno delovanje na 
smanjenje produkcije interleukina-6 i TNF-α od apigenina, kvercetina i salicilne kiseline 
u makrofagima humane akutne monocitne leukemije [70]. Ispitivanje uticaja etanolnog 
esktrakta vrbe na oslobađanje inflamatornih medijatora in vitro su pokazala da je ekstrakt 
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inhibisao lipopolisaharidom indukovano oslobađanje interleukina-1β i interleukina-6 iz 
humanih monocita [71]. 
 Ispitivanje analgetskog i antiinflamatornog delovanja metanolnog ekstrakta S. 
alba na albino miševima je pokazalo da ekstrakt ispoljava sličan, čak i jači efekat od 
aspirina. Osim toga, intraperitonealna aplikacija ekstrakta u dozi od 100 mg/kg je 
izazvala antiinflamatorno delovanje preko smanjenja edema šapica miševa [72]. 
 
 2.5.3. Antipiretičko delovanje 
 
 Antipiretička aktivnost ekstrakta kore vrbe ispitana je u različitim modelima 
inflamacije u odnosu na acetilsalicilnu kiselinu i čisti salicin. Ekstrakt se pokazao 
jednako efikasnim kao acetilsalicilna kiselina, iako je 100 mg ekstrakta sadržavao 
količinu salicina koja je ekvivalentna dozi od samo 15, 4 mg acetilsalicilne kiseline, što je 
navelo na zaključak da i drugi sastojci vrbine kore doprinose antipiretičkom efektu [60]. 
 
 2.5.4. Antikarcinogena aktivnost 
 
 Ekstrakt kore vrbe i njegove različite frakcije suprimirale su in vitro rast i 
indukovale apoptozu humanih malignih ćelija debelog creva i pluća. Antiproliferativnu 
aktivnost su ispoljile salicinska, flavonoidna i proantocijanidinska frakcija [73]. 
 U drugoj studiji ispitivana je antineoplastična aktivnost vodenog ekstrakta lista 
vrbe na tri različite ćelije karcinoma in vivo i in vitro. Oralna primena ekstrakta vrbe 
produžila je život i redukovala rast tumora na miševima nakon intraperitonealne injekcije 
ćelija Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma. In vitro, ekstrakt je ubio 75-80% malignih ćelija 
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limfoblastne leukemije i akutne mijeloidne leukemije uzetih od pacijenata. Nisu 
identifikovane pojedinačne komponente ekstrakta odgovorne za ova delovanja. Frakcija 
ekstrakta lista vrbe dobijena polarnim organskim rastvaračima (voda i 70% etanol) 
ispoljila je najjači inhibitorni efekat na maligne ćelije pomenutih karcinoma. Fenolna 
jedinjenja, uglavnom glikozidi, i mnoge vrste tanina su rastvorljivi u vodi i etanolu, pa se 
pretpostavlja da se u ovoj grupi jedinjenja nalazi glavni aktivni sastojak odgovoran za 
uništenje kancerskih ćelija. Salicin je primarna komponenta u listovima vrbe koja je 
rastvorna u vodi i etanolu. Moguće je da je salicin glavna komponenta koja ispoljava 
antitumorsko delovanje, ali i druge prisutne supstance mogu da pojačaju efekat vrbinog 
ekstrakta u poređenju sa čistim salicinom [74]. Istraživanja grupe autora iz Koreje su 
pokazala da salicin dozno-zavisno inhibiše angiogenu aktivnost endotelnih ćelija, da 
smanjuje produkciju reaktivnih kiseoničnih vrsta i aktivaciju ekstracelularnim signalom 
regulisane kinaze, kao i da suprimira rast i angiogenezu tumora [75]. 
 
 2.5.5. Antimikrobno delovanje 
 
 Semi-kvantitativno ispitivanje antimikrobne aktivnosti zakišeljenog vodenog 
ekstrakta kore Salix alba na agarnoj ploči pokazalo je da ekstrakt deluje inhibitorno na 
bakterije Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus i Escherichia 
coli, pri čemu je efekat najizraženiji na prve dve bakterije, dok na Salmonella enteritis 
nije delovao. Kvantitativno određivanje antibakterijskog delovanja ekstrakta kore bele 
vrbe u tečnom medijumu je imalo za rezultat 100% inhibitorni efekat tokom 24 časa 
inkubacije na sve pomenute bakterijske vrste, a naročito na Bacillus cereus i 
Staphylococcus aureus. Kao zaključak ovog istraživanja se navodi mogućnost primene 
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ekstrakata kore bele vrbe u prehrambenoj industriji kao prirodnog konzervansa i 
biološkog dezinficijensa protiv širokog spektra bakterija, koje mogu da kontaminiraju 
prehrambene proizvode [76]. 
 U drugom ispitivanju antimikrobnog delovanja različitih koncentracija etanolnog 
ekstrakta kore Salix alba difuzionom metodom, inhibitorni efekat je bio najjači na 
Candida albicans, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa, redom, pri 
koncetraciji ekstrakta od 80 µg/ml. Etanolni ekstrakt kore bele vrbe nije uticao na rast 
Escherichia coli i Klebsiella pneumonia [77]. 
 
 2.5.6. Antiholinesterazna aktivnost 
 
 Metanolni ekstrakti različitih granulometrijskih klasa praha kore Salix alba 
ispoljili su sposobnost inhibicije enzima acetilholinesteraze, koja je u snažnoj korelaciji 
sa sadržajem ukupnih fenolnih jedinjenja. Visoko značajna korelacija između 
antiholinesterazne aktivnosti i bioaktivnih komponenata salicina, katehina, galokatehina, 
procijanidina B1, B2, C1 i hlorogenske kiseline navela je na zaključak da ova jedinjenja 
doprinose pomenutom delovanju. Inhibicija acetilholin esteraze ekstraktima Salix alba 
bila je bliska efektima galantamina, ukazujući na potencijal primene ekstrakata praha 
kore kao mogućeg sastojka prirodnog leka u terapiji Alchajmerove bolesti [78]. Na Slici 
5 prikazan je mehanizam delovanja acetilholinesteraze. 
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Slika 5. Mehanizam delovanja acetilholinesteraze 
(Preuzeto sa https://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=5) 
 
 2.5.7. Profilaksa migrene 
 
 Salix alba i Tanacetum parthenium bilo pojedinačno ili u kombinaciji ispoljili su 
snažno inhibitorno delovanje na 5-HT2A/2C receptore, dok je samo Salix alba delovala i na 
5-HT1D receptore. Pretpostavljeno je da Salix alba u kombinaciji sa Tanacetum 
perthenium pruža superiorniju profilaksu migrene. Prospektivna, otvorena studija na 12 
pacijenata sa dijagnozom migrene bez aure u trajanju od 12 nedelja pokazala je izuzetnu 
efikasnost kombinacije ova dva fitopreparata u smanjenju učestalosti napada migrene, 
intenziteta bola i njene dužine trajanja [79]. 
 
 2.5.8. Gubitak telesne težine i poboljšanje sportskih performansi 
 
 Ekstrakt kore vrbe i salicilati se široko koriste u preparatima za mršavljenje i 
pospešivanje sportskih performansi. Međutim, nedovoljan je broj dobro kontrolisanih 
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studija koje procenjuju specifične efekte ekstrakta kore vrbe i salicina na gubitak telesne 
težine i sportski učinak. Njihovi pozitivni efekti se mogu pripisati povećanju tolerancije 
na bol, kao i antioksidativnom i antiinflamatornom delovanju. S obzirom na to da 
gojaznost i intenzivne fizičke vežbe ukuljučuju inflamatorne procese, smanjenje bolova 
povećava pokretljivost, izdržljivost i potrošnju energije [80]. 
 
 2.5.9. Antioksidantno delovanje 
 
 Poslednjih godina posebna pažnja se posvećuje bolestima koje su povezane sa 
oksidativnim stresom, među kojima vodeće mesto zauzimaju kardiovaskularna, 
neurodegenerativna, metabolička i maligna oboljenja [81]. Istraživanja pokazuju da 
postoji obrnuta veza između unosa hrane bogate antioksidansima i incidencije bolesti 
ljudi. Sintetski antioksidansi kao što su butilovani hidroksitoluen (BHT) i butilovani 
hidroksianizol (BHA) se široko koriste kao antioksidansi u prehrambenoj, kozmetičkoj i 
farmaceutskoj industriji [82]. Međutim zbog postojanja sumnje u potencijalnu toksičnost 
i kancerogenost ovih derivata, sve je veće interesovanje za izolovanje i upotrebu 
prirodnih antioksidanasa [83, 84]. Antioksidansi prirodnog porekla imaju veliki 
potencijal primene zahvaljujući visokoj kompatibilnosti sa dijetarnim unosom bez štetnih 
efekata po ljudski organizam, kao i niskim troškovima [82]. 
 Slobodni radikali su nestabilne, visoko reaktivne molekulske vrste koje sadrže 
nesparene elektrone u atomskoj orbitali. Imaju sposobnost da oštećuju biološki značajne 
makromolekule u jezgru i ćelijskoj membrane. Za pravilnu funkciju organizma 
neophodno je postojanje ravnoteže između slobodnih radikala i antioksidanata. Ukoliko 
stvaranje slobodnih radikala nadmašuje sposobnost organizma da ih neutrališe, nastaje 
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stanje poznato kao oksidativni stres. Slobodni radikali nastaju u normalnim metaboličkim 
procesima u ljudskom organizmu ili pod uticajem spoljašnjih faktora, kao što su zračenje, 
duvanski dim, zagađivači životne sredine i hemikalije [82]. 
 Antioksidansi su supstance koje u malim koncentracijama odlažu, sprečavaju ili 
uklanjaju oštećenja nastala oksidacijom molekula DNK, proteina, lipida i ugljenih hidrata 
[85, 86]. Antioksidansi imaju sposobnost da direktno hvataju slobodne radikale, 
indirektno pospeše antioksidativnu odbranu organizma ili spreče stvaranje slobodnih 
radikala [87]. Antioksidansi postoje u enzimskom i ne-enzimskom obliku u intra- i 
ekstracelularnoj sredini. Organizam se štiti od slobodnih radikala preko enzimskih 
antioksidantnih mehanizama. Enzimski antioksidansi (superoksid dismutaza, katalaza, 
glutation peroksidaza kao najznačajniji) razgrađuju i uklanjaju slobodne radikale na taj 
način što pretvaraju štetne produkte oksidacije u vodonik peroksid, a zatim u vodu, u 
višestepenom procesu koji se odvija u prisustvu kofaktora kao što su bakar, cink, mangan 
i gvožđe. Ne-enzimski antioksidansi prekidaju slobodno radikalske lančane reakcije. 
Neki od primera ne-enzimskih antioksidanasa su vitamin C, vitamin E, biljni polifenoli, 
karotenoidi i glutation [88]. 
 Studije su pokazale da ekstrakti kore vrbe smanjuju oksidativni stres i povišavaju 
nivo glutationa u nekoliko artritičnih životinjskih modela. Smatra se da ekstrakti kore 
vrbe smanjuju oksidativni stres hvatanjem slobodnih radikala i indukcijom 
antioksidantnih enzima [89]. Suplementacija ekstraktom kore S. alba je efikasno smanjila 
oksidativni stres u srcu i plućima hiperholesterolemičnih zečeva preko pospešivanja 
aktivnosti enzima superoksid dismutaze i katalaze, povećanja nivoa redukovanog 
glutationa i NO, i smanjenja nivoa malondialdehida. Ovaj efekat ekstrakta kore bele vrbe 
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se može pripisati njegovom polifenolnom sadržaju i antioksidantoj aktivnosti. Ekstrakt 
kore S. alba je pokazao značajnu sposobnost hvatanja slobodnih radikala koja je bila 
koncentracijski zavisna [90]. 
 Najefikasniji su oni antioksidansi koji prekidaju slobodno radikalsku lančanu 
reakciju. Ovi antioksidansi najčešće sadrže aromatični ili fenolni prsten, a deluju tako što 
predaju H˙ slobodnim radikalima nastalim tokom oksidacije, pri čemu i sami formiraju 
radikal. Nastali radikal ne podleže daljoj oksidaciji jer je rezonantno stabilizovan 
delokalizacijom elektrona unutar prstena i formiranjem hinonske strukture [87]. 
 Prirodni antioksidansi koji se nalaze u lekovitim biljkama su uglavnom fenolna 
jedinjenja, karotenoidi i vitamini. Ovi prirodni antioksidansi, naročito fenoli ispoljavaju 
širok spektar bioloških efekata, kao što su antiinflamatorno, antibakterijsko, antiviralno i 
antikancerogeno [89]. 
 
 Glavni antioksidativni biljni fenoli se mogu podeliti u četiri grupe: 
1. fenolne kiseline 
2. flavonoidi 
3. fenolni diterpeni 
4. etarsko ulje [87] 
 
 Fenolne kiseline se dele na derivate hidroksibenzojeve (C6C1) i derivate 
hidroksicimetne kiseline (C6C3) [91]. Antioksidantna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od 
broja i položaja hidroksilnih grupa u odnosu na karboksilnu. Antioksidantna aktivnost se 
povećava sa porastom stepena hidroksilacije, što je slučaj kod trihidroksilovane galne 
27 
 
kiseline, koja ispoljava jako antioksidantno delovanje. Derivati hidroksicimetne kiseline 
ispoljavaju jaču antioksidantnu aktivnost od odgovarajućih derivata hidoksibenzojeve 
kiseline [92]. Fenolne kiseline ispoljavaju antioksidantno delovanje hvatanjem slobodnih 
radikala, dok su flavonoidi i hvatači slobodnih radikala i helatori metala [87]. Kompleks 
flavonoida sa jonima bakra ili gvožđa sprečava stvaranje reaktivnih kiseoničnih vrsta i 
štiti DNK od oštećenja uzrokovanih hidroksilnim radikalima [88]. Zajednička 
karakteristika flavonoida je osnovna flavanska struktura sastavljena od 15 C-atoma 
(C6C3C6), koji su raspoređeni u tri prstena (A, B i C) [87]. Flavonoidi se dele u različite 
podgrupe u zavisnosti od ugljenikovog atoma prstena C na koji je vezan prsten B i 
stepena nezasićenosti i oksidacije prstena C. Flavonoidi kod kojih je prsten B vezan u 
položaju 3 prstena C nazivaju se izoflavoni. Oni čiji prsten B je vezan u položaju 4 su 
neoflavonoidi, dok se flavonoidi čiji je prsten B vezan u položaju 2 dalje dele u nekoliko 
klasa u zavisnosti od strukturnih karakteristika prstena C. Klase su: flavoni, flavonoli, 
flavanoni, flavanonoli, flavanoli, anticijanidini i halkoni [93] (Slika 6). 
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Slika 6. Klasifikacija flavonoida 
 
 Individualne komponente unutar klase razlikuju se po supstituentima u 
prstenovima A i B, čiji raspored utiče na stabilnost fenoksil radikala i antioksidantna 
svojstva supstance. Sposobnost prirodnih polifenolnih jedinjenja da hvataju slobodne 
radikale zavisi od broja i položaja slobodnih hidroksilnih grupa na flavonoidnom skeletu. 
Flavonoidi sa većim brojem hidroksilnih grupa imaju jače antioksidantno delovanje od 
onih sa jednom. Prisustvo orto-3,4-dihidroksi strukture u prstenu B pojačava 
antioksidantnu aktivnost [87]. Ovo se objašnjava time što orto-dihidroki struktura u 
prstenu B omogućava veću stabilnost radikalskog oblika i učešće u delokalizaciji 
elektrona. Antioksidantno delovanje potencira i dvostruka veza između položaja 2 i 3 u 
konjugaciji sa 4-okso funkcijom u prstenu C, jer omogućava delokalizaciju elektrona iz 
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prstena B. Pri reakciji sa slobodnim radikalom nastaje fenoksil radikal koji je stabilizovan 
rezonantnim efektom aromatičnog jezgra. Za maksimalni potencijal hvatanja slobodnih 
radikala neophodno je prisustvo 3- i 5-OH grupa sa 4-okso funkcijom u prstenovima A i 
C [94]. 
 Antioksidativno delovanje biljnog ekstrakta u mnogome zavisi od samog 
postupka ekstrakcije, koji utiče na sastav ekstrakta [87]. Antioksidativni potencijal 
fenolnih jedinjenja direktno zavisi od vrste rastvarača upotrebljenog za ekstrakciju, ali i 
od porekla biljke, uslova njenog rasta/uzgajanja, berbe i skladištenja [81]. 
 
2.6. Ekstrakcija 
 Čvrsto-tečna ekstrakcija je proces u toku kojeg jedna ili više komponenata iz 
čvrstog materijala prelaze u tečni rastvarač. Do ekstrakcije dolazi tako što u kontaktu 
čvrstog poroznog materijala i tečnog rastvarača, rastvarač prodire u pore čvrstog 
materijala. U opštem slučaju, ekstrakcija se sastoji iz tri odvojena procesa:  
1. promena faznog sastava rastvorene komponente (rastvorak) njenim rastvaranjem 
u rastvaraču; 
2. difundovanje rastvorka kroz rastvarač koji se nalazi u porama čvrstog materijala 
na površinu čvrste čestice; 
3. prenošenje rastvorka iz rastvora, koji je u kontaktu sa čvrstim materijalom u masu 
rastvarača. 
Na prenos mase u sistemu čvrsto-tečno utiču brojni faktori kao što su: oblik i veličina 
čestica, hemijski sastav komponenata čvrstog materijala, njegova unutrašnja struktura, 
kao i veličina i oblik pora. Prinos i sastav ekstrakta, kao i brzina ekstrakcije zavisi od 
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polaznog biljnog materijala, rastvarača koji se koristi za ekstrakciju, procedure izrade i 
aparature [95]. 
 Bioaktivne sastojke iz biljnog materijala moguće je ekstrahovati različitim 
klasičnim tehnikama. Većina ovih tehnika se zasniva na ekstrakcionoj moći rastvarača i 
upotrebi toplote i/ili mešanja. Klasične tehnike ekstrakcije obuhvataju Soksletovu 
ekstrakciju, maceraciju i hidrodestilaciju [96]. 
 Soksletova ekstrakcija se široko primenjuje za ekstrakciju bioaktivnih 
komponenata iz različitih prirodnih izvora. Koristi se kao standard sa kojim se porede 
nove alternativne tehnike ekstrakcije [96]. Glavni nedostatak Soksletove ekstrakcije je 
dugo vreme potrebno za ekstrakciju i velika količina utrošenog rastvarača, koja osim 
većih troškova za odlaganje predstavlja i dodatan ekološki problem. Takođe nepogodna 
je za ekstrakciju termolabilnih supstanci, jer se ekstrakcija izvodi na temperaturi 
ključanja rastvarača u toku dužeg vremenskog perioda što može dovesti do njihove 
razgradnje [97]. 
 Maceracija predstavlja jednokratnu ekstrakciju propisano usitnjene droge 
odgovarajućim rastvaračem pri sobnoj temperaturi [95]. Hidrodestilacija je tradicionalna 
metoda za ekstrakciju etarskog ulja i bioaktivnih komponenata iz biljaka. Ne uključuje 
upotrebu organskih rastvarača, a vruća voda i vodena para su glavni faktori za 
oslobađanje aktivnih materija iz biljnog tkiva. Zbog visoke temperature na kojoj se izvodi 
ekstrakcija nepogodna je za izolovanje termolabilnih supstanci [96]. 
 Efikasnost ekstrakcije svih konvencionalnih metoda najviše zavisi od izbora 
rastvarača. Polarnost željenih komponenti je glavni faktor za odabir rastvarača. Osim 
toga, treba uzeti u obzir i molekularni afinitet između rastvorka i rastvarača, transfer 
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mase, upotrebu korastvarača, toksičnost i bezbednost za ljude i životnu sredinu, kao i 
finansijsku isplativost [96]. 
 Za dobijanje biljnih ekstrakata u farmaceutskoj industriji teži se pronalaženju što 
efikasnijih metoda ekstrakcije, koje su oslobođene toksičnih rastvarača. Razvijaju se 
metode koje koriste biorazgradive i netoksične rastvarače poput vode i etanola. 
 
 2.6.1. Mikrotalasna ekstrakcija 
 
 Mikrotalasi su elektromagnetno zračenje frekvencije između 0,3 i 300 GHz. 
Mikrotalasni uređaji koji se koriste u industriji i domaćinstvu najčešćerade pri frekvenciji 
od 2,45 GHz [98]. Mikrotalasna ekstrakcija je relativno nova tehnika ekstrakcije i 
predstavlja kombinaciju mikrotalasa i tradicionalne ekstrakcije rastvaračima [99]. Za 
ekstrakciju aktivnih komponenata iz biljaka, mikrotalasna ekstrakcija je efikasnija u 
poređenju sa konvencionalnim tehnikama ekstrakcije poput Soksletove ekstrakcije, 
ekstrakcije uz refluks i maceracije. Njene prednosti se ogledaju u kraćem vremenu 
ekstrakcije, smanjenoj upotrebi rastvarača, dobijanju većih prinosa i kvalitetnijih 
ekstrakata [98, 100, 101]. 
 Ekstrakcija pod dejstvom mikrotalasa se zasniva na sposobnosti materije da 
apsorbuje energiju mikrotalasa i prevede je u toplotu pomoću dva istovremena procesa: 
jonske provodljivosti i dipolne rotacije. Jonska provodljivost podrazumeva migraciju 
naelektrisanih čestica (najčešće jona) pod uticajem električnog polja koje stvara 
mikrotalas. Nastalo trenje između pokretnih jona i medijuma dovodi do stvaranja toplote. 
Dipolna rotacija nastaje usled težnje dipolnih molekula da se orijentišu shodno 
električnom polju, što dovodi do sudara između dipola i okolnih molekula i sledstvenog 
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stvaranja toplote [102]. Zagrevanje ketanjem jona je mnogo jače od zagrevanja koje 
potiče od polarizacije dipola [103]. 
 U toku mikrotalasne ekstrakcije sekundarnih metabolita iz biljaka, dolazi do 
predavanja energije mikrotalasa rastvaraču i biljnom matriksu. Molekuli vode unutar 
biljnog matriksa efikasno apsorbuju ovu energiju dovodeći do drastičnog povećanja 
temperature unutar biljne ćelije. Unutrašnje pregrevanje može prouzrokovati isparavnje 
tečnosti unutar ćelija i dovesti do rupture ćelijskog zida i/ili plazmine membrane. S 
obzirom na to da se mnoštvo sekundarnih metabolita biljaka prirodno nalazi u ćelijskom 
zidu ili citoplazmi, oštećenje ćelije olakšava transfer mase, odnosno difuziju rastvarača u 
biljni materijal i sekundarnih metabolita u rastvarač, čime je omogućena efikasna 
ekstrakcija [102, 104]. 
 Na mikrotalasnu ekstrakciju aktivnih komponenata iz biljaka utiču brojni faktori 
kao što su sastav rastvarača, odnos rastvarača i uzorka, temperatura na kojoj se izvodi 
ekstrakcija, vreme trajanja ekstrakcije, snaga mikrotalasa, sadržaj vlage i veličina čestica 
biljnog materijala. Rastvarač se smatra jednim od najvažnijih parametara mikrotalasne 
ekstrakcije od koga zavisi rastvorljivost komponenata od interesa i apsorpcija mikrotalasa 
[102]. Etanol, metanol i voda su rastvarači koji dobro apsorbuju mikrotalase. Pri odabiru 
rastvarača, njegova toksičnost se takođe mora uzeti u obzir. Voda je potencijalni 
rastvarač i za polarne i nepolarne supstance, pri čemu je proces i ekološki prihvatljiv 
[100, 105]. 
 Mikrotalasna ekstrakcija je najširu primenu našla za izolovanje polifenolnih 
jedinjenja, prvenstveno flavonoida i to u pogledu povećanja prinosa, kvaliteta ekstrakata i 
selektivnosti [105]. 
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 2.6.2. Ultrazvučna ekstrakcija 
 
 Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija je jednostavna, jeftina i efikasna 
alternativa konvencionalnim tehnikama ekstrakcije. Glavna prednost upotrebe ultrazvuka 
u čvrsto-tečnoj ekstrakciji je povećanje prinosa i kinetike ekstrakcije [98]. Veći prinos i 
efikasnost ekstrakcije se ostvaruju zahvaljujući mehaničkom efektu ultrazvuka odn. 
delovanju kavitacija koje dovodi do: 
1. smanjenja veličine čestica biljnog materijala i povećanja dodirne površine između 
čvrste i tečne faze; 
2. oštećenja ćelijskog zida biljnog materijala olakšavajući time pristup rastvarača 
ćelijskom sadržaju i ispiranje aktivnih principa, čime je pospešen prenos mase [106-
108]. 
 Ultrazvučna ekstrakcija se uspešno primenjuje za dobijanje većih prinosa za kraće 
vreme u poređenju sa konvencionalnim metodama poput Soksletove pri ekstrakciji 
fenolnih jedinjenja, antioksidanasa, etarskog ulja, prirodnih boja i pigmenata, masti i 
proteina iz raznih biljaka [107]. Dodatna prednost ultrazvučne ekstrakcije je mogućnost 
njene primene za poboljšanje ekstrakcije u vodenoj sredini i zamene organskih rastvarača 
sa manje toksičnim, odn. onima koji su generalno priznati kao sigurni [106]. 
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3. CILJEVI I RADNE HIPOTEZE 
3.1. Ciljevi 
1. Utvrditi uticaj klasične i savremenih metoda ekstrakcije na biološki potencijal i 
hemijski sastav dobijenih ekstrakata različitih vrsta vrba. 
2. Utvrditi razlike u biološkoj aktivnosti i sadržaju aktivnih komponenata ekstrakata 
kore i ekstrakata lista kod iste vrste vrbe. 
3. Utvrditi razlike u antioksidantnoj aktivnosti i sadržaju sekundarnih metabolita od 
farmakološkog značaja kod ekstrakata različitih vrsta vrba. 
 
3.2. Radne hipoteze 
1. Ekstrakti različitih vrsta vrba dobijeni savremenim metodama ekstrakcije 
pokazuju veći biološki potencijal i bogatiji hemijski sastav u odnosu na ekstrakte 
dobijene klasičnom metodom ekstrakcije. 
2. Ekstrakti kore poseduju veću biološku aktivnost i sadržaj aktivnih sastojaka u 
odnosu na ekstrakte lista iste vrste vrbe. 
3. Ekstrakti različitih vrsta vrba pokazuju različitu antioksidantu aktivnost i sadržaj 
sekundarnih metabolita od farmakološkog značaja. 
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4. EKSPERIMENTALNI DEO 
 
4.1. Biljni materijal 
 Kora i list 8 predstavnika roda Salix su prikupljeni sa različitih lokaliteta na 
teritoriji Republike Srbije, determinisani su do nivoa vrste i vaučeri su deponovani u 
Herbarijumu BUNS (Departman za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematički fakultet 
Univerziteta u Novom Sadu) (Tabela 3). Biljni materijal je čuvan na suvom i tamnom 
mestu, u dvostrukim papirnim vrećama do momenta ispitivanja. 
 
Tabela 3. Ispitivane vrste vrba 
Vrsta Lokalitet i vreme sakupljanja 
Salix alba L. 1753 Pečenjevce, jun 2014. 
Salix amplexicaulis Bory. 1838 Vlasinsko jezero, jul 2013. 
Salix amplexicaulis Bory. 1838 Pečenjevce, jun 2014. 
Salix babylonica L. 1753 Bosut, Morović, septembar 2013. 
Salix eleagnos Scop. 1772 subsp. eleagnos Klisura Belog Rzava, jul 2013. 
Salix fragilis L. 1753 Vrdnik, jun 2013. 
Salix purpurea L. 1753 subsp. purpurea Deli Jovan, avgust 2013. 
Salix triandra L. 1753 Vlasinsko jezero, jul 2013. 
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4.2. Hemikalije 
• 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Alfa Aesar (Nemačka); 
• 2M Folin-Ciocalteu (FC) reagens, Merck (Darmstadt, Nemačka); 
• apsolutni etanol, orto-fosforna kiselina, metanol (HPLC čistoće), acetonitril (HPLC 
čistoće), sirćetna kiselina (HPLC čistoće), tetrahidrofuran (HPLC čistoće) J. T. Baker 
(Holandija); 
• natrijum-karbonat, 95% metanol, p.a., POCH (Gliwice, Poljska); 
• aluminijum-hlorid, Sigma Co. - St. Louis (SAD); 
• galna kiselina (≥97%), hlorogenska kiselina (≥95%), p-hidroksibenzojeva kiselina 
(≥99%), kafena kiselina (≥98%), vanilinska kiselina (≥97%), siringinska kiselina 
(≥95%), sinapinska kiselina (≥98%), rutin (≥94%), naringenin (≥95%), epikatehin 
(≥98%), trans- cimetna kiselina (≥99%), Sigma – Aldrich, St. Louis (SAD); p-
kumarinska kiselina (≥98%) Fluka (Švajcarska); kvercetin (≥99%) Extrasynthese, 
Genay Cedex(Francuska); salicin (≥90%) Carl Roth GmbH(Nemačka); 
• gvožđe (II)-sulfat heptahidrat, Centrohem (Srbija) 
• vodonik peroksid (35%, v/v), J. T. Baker (Holandija) 
• natrijum-salicilat, Lach-Ner, s.r.o. (Češka Republika) 
• dejonizovana voda. 
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4.3. Aparatura 
• električni mlin Bosch (Nemačka) 
• sito Retsch GmbH and Co KG (Nemačka) 
• analitička vaga 
• mikrotalasna pećnica Midea (Kina) 
• ultrazvučna kupatilo Labsonic Falc (Italija) 
• Spektrofotometrijska merenja su rađena na spektrofotometru Agilent 8453 UV-
Visible Spectroscopy System (Nemačka) 
• Kvalitativno i kvantitativno određivanje fenolnih i flavonoidnih jedinjenja u 
ekstraktima vrba vršeno je primenom visokoefikasne tečne hromatografije (HPLC), 
korišćenjem tečnog hromatografa HPLC-DAD model Agilent HP 1100 sistema sa 
autosemplem injektorom (Nemačka) 
 
4.4. Ekstrakcija kore i lista različitih vrsta roda Salix 
 Osušena kora i listovi vrba su najpre usitnjeni električnim mlinom. Veličina 
čestica je određena pomoću sita (d = 0,35 mm, a kod vrste S. amplexicaulis (2014) i d = 2 
mm). Ekstrakcija droge propisanog stepena usitnjenosti je vršena sledećim tehnikama: 
1. Maceracija etanolom 
2. Mikrotalasna ekstrakcija 
3. Ultrazvučna ekstrakcija 
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 4.4.1. Maceracija etanolom 
 
 Maceracija je vršena prelivanjem 0,5 g droge sa 5 ml rastvarača, u trajanju od 30 
min i 48 sati, zaštićeno od svetlosti. Kao ekstragens korišćena je smeša etanola i vode 
(30% i 70% etanol). Nakon isteka predviđenog vremena ekstrakcije, tečni ekstrakti su 
filtrirani i upareni do suva. Nakon što su ostavljeni 24 h u eksikatoru, izmerena je masa 
suvih ekstrakata i izračunat je ukupan prinos ekstraktibilnih materija. 
 
 4.4.2. Mikrotalasna ekstrakcija 
 
 Mikrotalasna ekstrakcija je vršena u mikrotalasnoj pećnici u trajanju od 5 minuta 
(0,5 g droge preliveno sa 100 ml destilovane vode), nakon čega su ekstrakti profiltrirani i 
upareni do suva. Nakon 24 h sušenja u eksikatoru, izmerena je masa suvi ekstrakata i 
izračunat ukupan prinos ekstrakcije. 
 
 4.4.3. Ultrazvučna ekstrakcija 
 
 Ultrazvučna ekstrakcija je vršena u ultrazvučnoj kadi tokom 30 min (0,5 g droge 
preliveno sa 50 ml destilovane vode). Nakon isteka predviđeng vremena ekstrakcije, 
ekstrakti su profiltrirani i upareni do suva. Upareni filtrati su ostavljeni u eksikatoru da se 
suše 24 h, a potom su izmerene mase suvih ektrakata i izračunat je prinos ekstrakcije. 
 Od dobijenih suvih ekstrakata pripremljeni se metanolni ekstrakti rastvaranjem 
suvog ekstrakta u 95% (v/v) metanolu u željenoj koncentraciji. Pripremljeni metanolni 
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ekstrakti su dalje korišćeni za određivanje antioksidantne aktivnosti, sadržaja ukupnih 
fenolnih i flavonoidnih jedinjenja. 
 
4.5. In vitro određivanje antioksidativnog delovanja dobijenih ekstrakata 
 4.5.1. DPPH test 
 
 Antioksidantna aktivnost dobijenih ekstrakata je određena pomoću DPPH metode 
[109]. Za svaki metanolni ekstrakt je pravljena serija od pet različitih koncentracija datog 
ekstrakta koje su dalje korišćene za određivanje procenta neutralizacije DPPH radikala 
(RSC vrednosti). Postupak se zasniva na tome da se u epruveti pomeša određena 
zapremina prethodno pripremljenih metanolnih rastvora ekstrakata (10-100 µl) sa 1 ml 90 
µmol/dm3 rastvora DPPH i dopuni sa 95% metanolom do 4 ml. Apsorbance uzorka i 
kontrole (1 ml DPPH i 3 ml metanola) dobijene su spektrofotometrijskim merenjem na 
talasnoj dužini od 515 nm nakon 30 minuta, uz 95% metanol kao referentni rastvor. 
Vrednost RSC izračunata je na osnovu jednačine: 
 
%RSC=100x((Akontrola- Auzorka)/Akontrola) 
 
Iz vrednosti RSC određene su IC50 vrednosti, putem regresione analize, na osnovu 
linearne zavisnosti RSC vrednosti od različitih koncentracija ispitivanih ekstrakata. 
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 4.5.2. Inhibicija hidroksilnih radikala (OH) 
 
 Sposobnost dobijenih ekstrakata kore i lista vrsta roda Salix da inhibišu OH 
radikale određena je prema ranije opisanoj metodi uz manje modifikacije [110]. 
Reakciona smeša (2,5 ml) je sadržala 0,5 ml gvožđe (II)-sulfata (1,5 mM), 0,7 ml 
vodonik-peroksida (6 mM), 0,3 ml natrijum-salicilata (20 mM) i 1 ml metanolnog 
ekstrakta različite koncentracije. Smeša je inkubirana 1h na temperature od 37°C, nakon 
čega je merena apsorbanca hidroksilovanog salicilatnog kompleksa na 562 nm. RSC 
vrednost je izračunata prema jadnačini: 
RSC (%) =100 × (1 – 
A1−A2
A0
) 
gde A0 predstavlja apsorbancu kontrole, A1 apsorbancu sa uzorkom, a A2 apsorbancu 
kontrole bez natrijum-salicilata. 
 
 4.6. Određivanje sadržaja ukupnih fenola 
 Sadržaj ukupnih fenola određen je metodom po Folin-Ciocolteu. Postupak: U 0,1 
ml ispitivanog ekstrakta odgovarajuće koncentracije dodato je 0,5 ml 0,2 M FC reagensa 
(deset puta razblažen komercijalni FC reagens). Nakon 5 minuta mućkanja, u epruvetu je 
dodato 0,4 ml prethodno pripremljenog 7,5% rastvora natrijum-karbonata. Smeša je 
inkubirana na sobnoj temperaturi 30 minuta, a zatim je očitana apsorbanca na 760 nm. 
Kao slepa proba je korišćena destilovana voda. Sve analize su rađene u tri ponavljanja. 
Rezultat je izražen kao mg ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (GAE/g 
s.e.), korišćenjem standardne krive galne kiseline [111] (Grafikon 1). 
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Grafikon 1. Kalibraciona kriva izrađena pomoću standardnog rastvora galne kiseline 
različitih koncentracija 
 
 4.7. Određivanje sadržaja ukupnih flavonoida 
 Određivanje sadržaja ukupnih flavonoida se zasniva na osobini flavonoida da sa 
Al3+ jonima grade žuto obojen kompleks. Postupak: radna proba (RP) je pripremljena 
mešanjem 1 ml metanolnog ekstrakta odgovarajuće koncentracije sa 1 ml 2% AlCl3, dok 
je kontrolna proba (K) pripremljena mešanjem 1 ml ispitivanog ekstrakta sa 1 ml 
metanola. Nakon 15 min inkubacije na sobnoj temperaturi izmerene su apsorbance radne 
i kontrolne probe na 430 nm [112]. Kao slepa proba upotrebljena je destilovana voda. Iz 
razlike apsorbanci radne i kontrolne probe izračunate su apsorbance za svaki ispitivani 
ekstrakt prema formuli: 
AE=ARP-AK 
Rezultat je izražen kao mg ekvivalenata kvrecetina po gramu suvog ekstrakta (mg QE/g 
s.e.), pomoću standardne krive kvercetina (Grafikon 2). 
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Grafikon 2. Kalibraciona kriva izrađena pomoću standardnog rastvora kvercetina 
različitih koncentracija 
 
4.8. Validacija analitičke metode za određivanje hlorogenske kiseline (5-kafeoilhine 
kiseline) u ekstraktima vrbe 
 Pri validaciji metode visokoefikasne tečne hromatografije (HPLC) za određivanje 
hlorogenske kiseline u ekstraktima vrbe određeni su sledeći parametri: selektivnost 
(specifičnost), linearnost, limit detekcije, limit kvantifikacije, tačnost (prinos), 
ponovljivost (preciznost) i robustnost. 
 
 4.8.1. Selektivnost (specifičnost) 
 
Selektivnost predstavlja sposobnost metode za tačno određivanje analita u 
prisustvu drugih komponenata u uzorku [113]. U cilju određivanja selektivnosti HPLC 
metode za određivanje hlorogenske kiseline snimljen je hromatogram test rastvora koji 
sadrži hlorogensku kiselinu u poznatoj koncentraciji. 
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 4.8.2. Linearnost 
 
Linearnost analitičke metode predstavlja mogućnost konstruisanja pravilnih 
rezultata koji su direktno ili preko tačno definisanih matematičkih parametara linearno 
proporcionalni koncentraciji analita u određenom koncentracionom opsegu. Linearnost 
se procenjuje merenjem najmanje pet uzoraka različitih koncentracija unutar 
odgovarajućeg opsega [113]. Koeficijent R2 pokazuje da li i u kojoj meri postoji 
korelacija između merenog signala (odgovaora detektora) i koncentracije rastvora. 
Vrednost R2 > 0,99 se smatra kao dokaz prihvatljive linearnosti. Linearnost metode je 
određena konstruisanjem dijagrama zavisnosti površina ispod krivih na hromatogramu, 
dobijenih propuštanjem serije radnih standardnih rastvora hlorogenske kiseline, i 
koncentracije hlorogenske kiseline (0,1-1,01 mg/ml). 
 
 4.8.3. Limit detekcije i limit kvantifikacije 
 
Limit detekcije je najmanja količina analizirane supstance koja može da se 
detektuje određenom metodom, odnosno ona količina supstance koja daje odgovor 
detektora 3 puta veći od signala šuma. Limit kvantifikacije je najmanja količina analita 
koja se može tačno kvantifikovati. U hromatografiji je to količina koja daje pik najmanje 
10 puta veći od signala šuma [113]. 
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 4.8.4. Tačnost i prinos 
 
Tačnost se definiše kao stepen slaganja rezultata dobijenih analizom sa teorijskim 
vrednostima. Kada se konkretna HPLC metoda koristi za određivanje analita u 
kompleksnim matriksima, potrebno je odrediti vrednost prinosa. Određivanje ove 
vrednosti omogućava ispitivanje uticaja svih komponenata matriksa na separaciju, 
detekciju i kvantifikaciju ispitivanog analita. Prinos je određen poređenjem vrednosti 
koncentracija hlorogenske kiseline dobijene eksperimentalno sa teorijskom vrednošću 
[113]. 
 
 4.8.5. Ponovljivost (preciznost) 
 
Ponovljivost (preciznost) analize je mera bliskog slaganja rezultata dobijenih za 
više merenja istog uzorka. Ponovljivost upoređuje sve operacije na uzorku od strane 
jednog analitičara pod istim radnim uslovima u kratkom vremenskom periodu. 
Ponovljivost (preciznost) metode je ispitana analizom tri različite koncentracije 
hlorogenske kiseline u šest ponavljanja [113]. 
 
 4.8.6. Robustnost 
 
 Robustnost (postojanost) metode pokazuje koliko su tačnost i preciznost stabilne 
u odnosu na male promene njenih parametara, kao što su npr. temperatura, protok, sastav 
mobilne faze i dr. [113]. Robustnost metode je određena ispitivanjem uticaja neznatno 
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promenjenih uslova hromatografije: različite temperature kolone (±1C), protok (±0,05 
ml/min) i talasna dužina detekcije (±3 nm). 
 
 4.8.7. Uslovi HPLC analize za određivanje hlorogenske kiseline 
 
U Tabeli 4 dati su uslovi HPLC analize za određivanje hlorogenske kiseline u 
uzorcima vrbe. 
 
Tabela 4. Uslovi HPLC analize za određivanje hlorogenske kiseline 
Kolona: Zorbax C-18 (4,6mm x 150mm, i.d., 5µm 
veličina čestica) 
Mobilna faza: 1.5% sirćetna kiselina:metanol = 85:15 
Protok: 0,8 ml/min 
Temperatura: 25°C 
Detekcija: UV-240 nm 
Ukupno vreme trajanja: 15 min 
 
 4.8.8. Izrada rastvora za kalibraciju 
 
Standardni rastvor hlorogenske kiseline: 100,1 mg hlorogenske kiseline je rastvoreno u 
metanolu u normalnom sudu od 10 ml, dajući rastvor koncentracije 10,1 mg/ml. 
 
Radni standardni rastvori: dobijeni su uzimanjem alikvota standardnog rastvora od 0,1; 
0,3; 0,6; 0,8 i 1 ml i dopunjavaju u normalnom sudu do 10 ml metanolom. Ovi rastvori 
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odgovaraju koncentracijama hlorogenske kiseline od 0,101; 0,303; 0,606; 0,808 i 1,01 
mg/ml. 
 
4.9. Hemijska karakterizacija visokoefikasnom tečnom hromatografijom (HPLC) 
 
 Hemijska karakterizacija ekstrakata kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix vršena 
je odgovarajućim HPLC metodama. Sadržaj salicina u ispitivanim ekstraktima određen je 
primenom ranije opisane metode uz manje modifikacije [115]. Separacija salicina 
izvršena je na koloni Zorbax C-18 (4,6mm x 150mm, i.d., 5µm veličina čestica) na 25°C 
primenom izokratske elucije. Kao mobilna faza korišćeni su bidestilovana voda, 
tetrahidrofuran i ortofosforna kiselina u odnosu (97,7 : 1,8 : 0,5) (v/v/v), a njen protok je 
iznosio 1 ml/min. Injektovano je 10 µl uzorka. Detekcija salicina vršena je na 270 nm u 
toku 12 min. 
 Fenolne kiseline i flavonoidi u ispitivanim ekstraktima određeni su primenom 
HPLC metode, čiji uslovi su prikazani u Tabeli 5. 
 
Tabela 5. Uslovi HPLC analize za određivanje fenolnih kiselina i flavonoida 
Kolona: Zorbax C-18 (4,6mm x 150mm, i.d., 5µm 
veličina čestica) 
Mobilna faza: A: 0,1% Sirćetna kiselina u dejonizovanoj 
vodi 
B: 0,1% Sirćetna kiselina u acetonitrilu, 
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Gradijentna elucija: 3,25 min – 10% B; 8 min – 12% B, 
15 min – 25% B, 15,8 min – 30% B, 
25min – 90% B, 25,4min – 100% B. 
Injektovanje:  10 µl 
Protok: 1 ml/min 
Temperatura: 25ºC 
Pritisak: 134 bar 
Detekcija: 280 nm 
Ukupno vreme trajanja: 30 min 
 
 4.9.1. Izrada rastvora za kalibraciju 
 
Osnovni standardni rastvori: 0,1 mg/ml kumarinske i trans-cimetne kiseline; 0,5 mg/ml 
salicina, galne, hlorogenske, p-hidroksibenzojeve, vanilinske, siringinske, kafene 
kiseline, epikatehina, rutina, kvercetina i naringenina. Pripremljeni su tačnim 
odmeravanjem 2,5 mg odnosno 12,5 mg standarnih supstanci koje su kvantitativno 
prenesene u normalni sud od 25 ml. Kao rastvarač se koristio metanol (95%, v/v). 
 
Radni standardni rastvori: dobijeni su uzimanjem 1, 3, 5, 7 ml osnovnog standardnog 
rastvora, prenošenjem u normalni sud od 10 ml i dopunjavanjem istim rastvaračem do 
crte u cilju dobijanja rastvora koncentracija od 0,01-0,1 mg/ml za kumarinsku i trans-
cimetnu kiselinu, odnosno 0,05-0,5 mg/ml za ostale standardne rastvore. 
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Izrada kalibracione krive: 10 µl radnih standardnih rastvora je injektovano u HPLC 
sistem. Na slici 7 prikazan je hromatogram smeše standarda. Na osnovu dobijenih 
površina ispod pikova na hromatogramu konstruisane su kalibracione krive i date su 
regresione jednačine (koeficijenti pravca) (Grafikoni a-m). 
 
 
Slika 7. HPLC hromatogram smeše standarda: a) galna kiselina; b) hlorogenska kiselina; 
c) p-hidroksibenzojeva kiselina; d) vanilinska kiselina; e) siringinska kiselina; f) kafena 
kiselina; g) epikatehin; h) kumarinska kiselina; i) rutin; j) rozmarinska kiselina; k) 
kvercetin; l) trans-cimetna kiselina; m) naringenin. 
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l) 
 
m) 
 
Grafikoni a-m. Dijagram zavisnosti površina ispod krivih od različitih koncentracija 
a) salicina, b) galne kiseline, c) hlorogenske kiseline, d) p-hidroksibenzojeve 
kiseline, e) vanilinske kiseline, f) siringinske kiseline, g) kafene kiseline, 
h)epikatehina, i) p-kumarinske kiseline, j) rutina, k) kvercetina, l) trans-cimetne 
kiseline, m) naringenina 
 
4.10. In silico ispitivanje inhibicije enzima ciklooksigenaze (COX-1 i COX-2) i 
acetilholinesteraze (AChE) 
 4.10.1. Priprema liganada za doking 
 
 Sve molekulske strukture korišćene u ovom radu preuzete su iz PubChem baze 
podataka (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Molekuli koji zadovoljavaju pravila 
Lipinskog [116] podvrgnuti su doking ispitivanjima. 
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 4.10.2. Priprema makromolekula za doking 
 
 Trodimenzionalne struktura makromolekula preuzete su iz Protein Data Bank 
(PDB) baze podataka (http://www.rcsb.org/). Korišćeni su kompleks COX-1 sa 
flurbiprofenom, pdb kod: 1CQE [117], kompleks COX-2 sa indometacinom, pdb kod: 
4COX [118] i kompleks AChE sa fascikulinom II, glikoziliranim proteinom, pdb kod: 
1B41 [119]. AutoDock Tools i Discovery Studio Visualiser 4.5 programski paketi 
korišćeni su za pripremu makromolekula za doking sledećom procedurom: iz prethodno 
navedenih kompleksa obrisani su ligandi i lanci B, C i D, u slučaju izoenzima 
ciklooksigenaze, odnosno lanac B kod AChE, a zatim su uklonjeni molekuli vode, 
dodeljeni polarni vodonikovi atomi i izračunato je naelektrisanje Gastejgerovim 
metodom. 
 
 4.10.3. Molekularni doking 
 
 Doking je vršen pomoću programskog paketa AutoDock 4.2.3, metodom 
Lamarkovog genetskog algoritma [120], po standardnoj doking proceduri za rigidni 
receptor i fleksibilni ligand, sa 25 nezavisnih ponavljanja po ligandu. Rešetka je podešena 
na veličinu od 60 tačaka u x, y i z pravcu, a rastojanje između tačaka rešetke iznosilo je 
0,375Å. Ostalim parametrima nisu menjana automatska podešavanja. Konformacije 
dokovanih struktura sa najnižom energijom vezivanja su smatrane za najpogodnije. 
Conformations of docked structures with the lowest binding energy were considered as 
the most favorable docking pose. Rezultati dokinga su grafički ispitani pomoću AutoDock 
Tools  i Discovery Studio Visualiser 4.5. 
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4.11. Statistička obrada podataka 
 Podaci dobijeni u ovom radu su obrađeni pomoću softverskih paketa Microsoft 
Office Excel for Windows v. 2010 i IBM SPSS Statistics v. 22 operacijama deskriptivne, 
univarijantne i test metodama statistike. Kao mera srednje vrednosti neke grupe podataka 
određena je aritmetička sredina, a mera varijacije među podacima izražena je 
standardnom devijacijom. Nivo verovatnoće p < 0,05 je smatran statistički značajnim. 
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5. REZULTATI I DISKUSIJA REZULTATA 
 
 5.1. Efikasnost ekstrakcije 
 
 Efikasnost ekstrakcije zavisi od brojnih faktora, poput vrste rastvarača, njegove 
koncentracije, temperature, vremena ekstrakcije, veličine čestica biljnog materijala i dr. 
[121, 122]. Ispitan je uticaj maceracije, kao primera konvencionalne metode i 
mikrotalasne i ultrazvučne ekstrakcije, kao savremenih metoda ekstrakcije, na količinu 
ekstrahovanih materija iz kore i lista različitih predstavnika roda Salix. Na stopu 
ekstrakcije bilo koje konvencionalne metode najviše utiče izbor rastvarača, odnosno 
njegova polarnost [123]. Smeše etanola i vode su pogodni rastvarači za ekstrakciju, 
budući da mogu da rastvaraju širok spektar fenolnih komponenti i prihvatljivi su za 
ljudsku upotrebu [124]. U okviru maceracije ispitan je uticaj dve različite koncentracije 
etanola (30% i 70%, v/v) na ukupan prinos ekstrakcije u toku dva vremenska intervala 
(30 min i 48h). Smatra se da se rastvorljivost fenolnih jedinjenja može modifikovati 
promenom koncentracije etanola, koja utiče na osobine ekstragensa, kao što su gustina, 
dielektrična konstanta, itd. [10]. 
 Na Grafikonima 3 i 4 prikazani su rezultati ukupnog prinosa dobijenog različitim 
tehnikama i pri različitim uslovima ekstrakcije kore i lista 8 predstavnika roda Salix. 
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Grafikon 3. Prinos ekstrakcije kore različitih vrsta roda Salix [g s.e./100 g droge] 
 
 
Grafikon 4. Prinos ekstrakcije lista različitih vrsta roda Salix [g s.e./100 g droge] 
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 Ukupan prinos ekstrakcije kore kretao se u opsegu od 12,49-34,47 g s.e./100 g 
droge, a lista od 14,85-38,26 g s.e./100 g droge. Najveći prinos ekstrakcije i kore i lista 
gotovo svih Salix vrsta dobijen je mikrotalasnom ekstrakcijom. Visoki prinosi ekstrakcije 
obe droge većine vrsta vrba dobijeni su i ultrazvučnom tehnikom. Prinosi ultrazvukom 
potpomognute ekstrakcije uporedivi su sa onima dobijenim mikrotalasnom ekstrakcijom, 
što potvrđuje prednost savremenih tehnika ekstrakcije za postizanje većih prinosa za 
kraće vreme u odnosu na konvencionalne metode kao što je maceracija [125]. 
 Poređenjem rezultata maceracije etanolom različitih koncentracija, kod kore je 
ostvaren veći prinos kada je kao ekstragens korišćen 70% (v/v) etanol, dok je u slučaju 
lista veći prinos dobijen maceracijom 30% (v/v) etanolom, što ukazuje na veći sadržaj 
polarnih ekstraktibilnih komponenti u listu. Kada je u pitanju dužina trajanja maceracije, 
bolji prinosi i kore i lista se ostvaruju nakon 48h ekstrakcije nego nakon 30 min, što je u 
saglasnosti sa literaturnim podacima da se sa porastom vremena ekstrakcije povećava i 
prinos ekstraktibilnih materija kada se kao rastvarač primenjuje etanol [126]. 
 Na uzorku lista vrste Salix amplexicaulis (2014) ispitan je uticaj dva različita 
stepena usitnjenosti droge (sito 0,35 i 2 mm) na ukupan prinos ekstrakcije i dobijeni 
rezultati su prikazani na Grafikonu 5. 
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Grafikon 5. Ukupan prinos ekstrakcije lista S. amplexicaulissa dva stepena 
usitnjenosti 
 
 Ako poredimo ukupan prinos ekstrakcije lista različitog stepena usitnjenosti, 
značajno veći prinosi se dobijaju pri ekstrakciji droge većeg stepena usitnjenosti (0,35 
mm), što je i očekivano, jer se sa porastom stepena usitnjenosti povećavaspecifična 
površina biljnog materijala i omogućava intenzivniji kontakt sa ekstragensom. Razlika je 
posebno uočljiva kod ekstrakata dobijenih maceracijom etanolom u trajanju od 30 min. 
Takođe, može se primetiti da se približne vrednosti prinosa ekstrakcije dobijaju kod 
droge stepena usitnjenosti 0,35 mm i vremena ekstrakcije 30 min i droge stepena 
usitnjenost 2 mm i vremena ekstrakcije 48h. Dobijeni rezultati pokazuju da se 
smanjenjem veličine čestica biljnog materijala može značajno skratiti vreme ekstrakcije i 
poboljšati njena efikasnost, što je u saglasnosti sa literaturom [127]. 
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 5.2. Rezultati antioksidantne aktivnosti 
 
 DPPH je stabilan slobodni radikal, ljubičasto obojen u etanolnom rastvoru, koji u 
prisustvu antioksidanasa prelazi u žutu. Jedna od specifičnosti ove metode je da 
omogućava testiranje i lipofilnih i hidrofilnih jedinjenja, što je svrstava među 
najrasprostranjenije metode za određivanje antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata. 
Hidroksilni radikal se generiše u Fentonovoj reakciji i jedan je od najmoćnijih slobodnih 
radikala koji je direktno uključen u nepovratnu štetu nastalu oksidativnim stresom. 
Ukupni efekat hidroksilnih radikala izaziva mutagenezu, karcinogenezu i starenje [128]. 
 Rezultati inhibicije 50% DPPH i OH radikala ekstraktima kore i lista ispitivanih 
Salix vrsta, kao i uticaj različitih tehnika ekstrakcije na antioksidantnu aktivnost prikazani 
su na Grafikonima 4-11. Što je vrednost IC50 niža, to je antioksidantna aktivnost ekstrakta 
veća. Rezultati pokazuju da svaki od ispitivanih ekstrakata poseduje antioksidativnu 
akivnost. Može se uočiti da postupak ekstrakcije, vrsta vrbe, kao i biljni organ (kora ili 
list) unutar iste vrste značajno utiču na antioksidativni potencijal. 
 Kod vrste Salix alba koncentracije ekstrakata kore koje su dovele do inhibicije 
50% DPPH radikala kretale su se u opsegu od 1,83 – 3,32 µg/ml, a lista od 2,43 - 12,24 
µg/ml (Grafikon 6).  
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Grafikon 6. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix alba [µg/ml] 
 
 Ekstrakti i kore i lista dobijeni maceracijom 70% etanolom pokazuju najjaču 
aktivnost prema DPPH radikalu, pri čemu je ona izraženija kod kore bele vrbe. 
Antioksidantna aktivnost ispitivanih ekstrakata jača je od antioksidantne aktivnosti kore 
S. alba (15,5 µg/ml) dobijene u istraživanju koje je sprovedeno u Alžiru, gde je 
ekstrakcija biljnog materijala vršena metanolom [129], što ukazuje na veću selektivnost 
70% (v/v) etanola za ekstrakciju antioksidantnih materija. 
 Koncentracije ekstrakata i kore i lista S. alba potrebne za inhibiciju 50% 
hidroksilnih radikala su više od prethodno navedenih za inhibiciju DPPH radikala i 
kretale su se u intervalu od 17,06 – 34,76 µg/ml  i 15,34 – 56,77 µg/ml, kod kore i lista 
redom. Ekstrakti i kore i lista dobijeni ultrazvučnom tehnikom inhibisali su OH radikale u 
najvećoj meri u odnosu na ostale ekstrakte. 
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 Koncentracije ekstrakata kore i lista vrste Salix amplexicaulis (2013), dobijenih 
različitim postupcima ekstrakcije, koje su inhibisale 50% DPPH radikala bile su u 
rasponu od 2,12 – 3,72 µg/ml (kora) i od 5,63 – 15,19µg/ml (list) (Grafikon 7). 
 
 
Grafikon 7. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix amplexicaulis 2013 
[µg/ml] 
 
 Maceracija 70% etanolom je omogućila dobijanje ektrakata i kore i lista sa 
najjačom sposobnošću inhibicije DPPH radikala, s tim što je ona izraženija kod ekstrakta 
kore S. amplexicaulis (2013). Sa produženjem vremena maceracije rasla je i 
antioksidativna moć ekstrakata. IC50 vrednosti neutralizacije OH radikala ekstraktima 
kore kretale su se u opsegu od 33,48-52,70 µg/ml, dok su ekstraktima lista od 25,95 – 
51,49 µg/ml. Ekstrakti i kore i lista dobijeni ultrazvučnom tehnikom ispoljili su najveću 
antioksidantnu aktivnost u OH-test sistemu. 
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 IC50 vrednosti inhibicije DPPH radikala ekstraktima kore S. amplexicaulis (2014) 
bile su u intervalu od 4,59 – 6,94µg/ml, dok su ekstraktima lista od 3,06 – 11,49 µg/ml 
(Grafikon 8). 
 
Grafikon 8. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix amplexicaulis 2014 
[µg/ml] 
 Maceracija 70% etanolom omogućila je dobijanje ekstrakata i kore i lista sa 
najvećom sposobnošću neutralizacije DPPH radikala, pri čemu je ona jača kod lista. Sa 
povećanjem dužine trajanja ekstrakcije, rastao je i antioksidantni potencijal etanolnih 
ekstrakata. Koncentracije ekstrakata koje su inhibisale 50% OH radikala kretale su se u 
rasponu od 31,06 – 50,79 µg/ml kada je u pitanju kora, a 16,91 – 31,22 µg/ml kada je list. 
Maceracija 30% etanolom u trajanju od 48 sati omogućila je dobijanje ekstrakta kore sa 
najvećim inhibitornim potencijalom prema OH radikalu, dok je u slučaju lista to bila 
mikrotalasna ekstrakcija. Ekstrakti lista S. amplexicaulis (2014) dobijeni svim 
primenjenim postupcima ekstrakcije pokazali su jače antioksidativno delovanje prema 
OH radikalu u odnosu na ekstrakte kore iste vrste. 
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 Koncentracije ekstrakata kore Salix babylonica koje su neutralisale 50% DPPH 
radikala bile su u intervalu od 2,59 – 4,29 µg/ml, a lista 4,43 – 44,29 µg/ml (Grafikon 9). 
 
 
Grafikon 9. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix babylonica [µg/ml] 
 
 Najjaču inhibiciju DPPH radikala ispoljili su 70% etanolni ekstrakti i kore i lista, 
pri čemu je efekat daleko izraženiji kod kore. IC50vrednosti neutralizacije OH radikala 
kretale su se u opsegu od 31,19 – 40,44 µg/ml kada je u pitanju kora i 27,20 – 44,61 
µg/ml kada je ispitivan list S. babylonica. Najjači antioksidantni potencijal prema OH 
radikalu pokazali su ekstrakti dobijeni mikrotalasnom tehnikom i kore i lista. 
 
 IC50 vrednosti inhibicije DPPH radikala ekstraktima kore Salix eleagnos bile su u 
intervalu 1,98 – 2,34 µg/ml, dok su ekstraktima lista 5,40 – 7,34 µg/ml (Grafikon 10). 
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Grafikon 10. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix eleagnos [µg/ml] 
 
 Koncentracije ekstrakata kore koje su neutralisale 50% OH radikala kretale su se 
u opsegu od 28,34 – 43,18 µg/ml, a ekstrakata lista od 43,17 – 63,86 µg/ml. Među 
ekstraktima kore najjaču aktivnost prema DPPH i OH radikalu pokazao je mikrotalasni 
ekstrakt, dok je među ekstraktima lista to bio ultrazvučni ekstrakt. 
 
 Koncentracije ekstrakata kore Salix fragilis koje su inhibisale 50% DPPH radikala 
bile su u rasponu od 4,11 – 7,35 µg/ml, a lista od 8,07 – 12,42 µg/ml (Grafikon 11). 
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Grafikon 11. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix fragilis [µg/ml] 
 
 Najizraženiju antioksidantnu aktivnost prema DPPH radikalu ispoljili su ekstrakti 
dobijeni maceracijom 70% etanolom i kore i lista. IC50 vrednosti neutralizacije OH 
radikala kretale su se u intervalu od 18,42 – 23,95 µg/ml i 23,79 – 25,99 µg/ml, za 
ekstrakte kore i lista redom. Ekstrakti i kore i lista S. fragilis dobijeni ultrazvučnom 
tehnikom pokazali su najjaču antioksidantnu aktivnost u OH testu. 
 
 Kod vrste Salix purpurea koncentracije ekstrakata kore koje su dovele do 
inhibicije 50% DPPH radikala kretale su se u opsegu od 3,55 – 7,15 µg/ml, a lista od 7,34 
– 13,19 µg/ml (Grafikon 12). 
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Grafikon 12. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix purpurea [µg/ml] 
 
Ekstrakt kore sa najvećim potencijalom neutralizacije DPPH radikala dobijen je 48-
časovnom maceracijom 30% etanolom, dok je u slučaju lista to bila ekstrakcija 70% 
etanolom. IC50 vrednosti inhibicije OH radikala ekstraktima kore S. purpurea bile su u 
intervalu od 24,26 – 54,85 µg/ml, dok su ekstraktima lista bile u rasponu od 27,22 – 
90,27 µg/ml. Najizraženiji antioksidanti potencijal prema OH radikalu pokazali su 
ultrazvučni ekstrakti i kore i lista S. purpurea. Sposobnost ekstrakata S. purpurea da 
neutrališu OH radikale u ovom radu je značajno veća u poređenju sa rezultatima 
inhibicije OH radikala ekstraktima S. purpurea (≈15 mg/ml) u ranije publikovanoj studiji 
[130]. 
 
 Koncentracije ekstrakata kore Salix triandra koje su neutralisale 50% DPPH 
radikala bile su u intervalu od 4,32 – 13,38 µg/ml, a lista od 1,95 – 6,73 µg/ml (Grafikon 
13). 
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Grafikon 13. Rezultati antioksidantne aktivnosti kore i lista Salix triandra [µg/ml] 
 
Među ekstraktima kore S. triandra najjaču antiradikalsku aktivnost prema DPPH ispoljio 
je ultrazvučni ekstrakt, dok su u slučaju lista to 70% etanolni ekstrakti. Ekstrakti lista su 
pokazali jači antioksidantni potencijal u DPPH testu od ekstrakata kore S. triandra. IC50 
vrednosti inhibicije OH radikala ekstraktima kore S. triandra bile su u opsegu od 26,77 – 
36,85 µg/ml, dok su se u ekstraktima lista kretale od 28,21 – 47,31 µg/ml. Najveću 
sposobnost neutralizacije OH radikalima među ekstraktima kore ima ultrazvučni ekstrakt, 
dok među ekstratima lista to ekstrakt dobijen mikrotalasnom tehnikom. 
 
 Uticaj stepena usitnjenosti (sito 0,35 i 2 mm) na antioksidantni potencijal 
ekstrakata dobijenih različitim postupcima ekstrakcije ispitan je na uzorku lista vrste S. 
amplexicaulis (2014) i prikazan je na grafikonima 14 i 15. Može se uočiti da je inhibicija 
i DPPH (Grafikon 14) i OH radikala (Grafikon 15) veća što je droga usitnjenija nezavisno 
0
10
20
30
40
50
60
DPPH OH DPPH OH
Kora List
IC
5
0
[µ
g
/m
l]
Salix triandra
30% EtOH 30 min 30% EtOH 48h 70% EtOH 30 min
70% EtOH 48h MT UZ
67 
 
od tehnike ekstrakcije. Što su čestice biljnog materijala sitnije, to je veća kontaktna 
površina sa rastvaračem i ekstrakcija antioksidantnih materija je intenzivnija, što je u 
saglasnosti sa literaturom [131]. Razlika je naročito izražena kod inhibicije OH radikala 
etanolnim ekstraktima dobijenim pri kraćem vremenu maceracije. Antiradikalski 
potencijal ekstrakta lista stepena usitnjenosti 0,35 mm je 4 do 6 puta jači od 
antioksidantnog delovanja droge stepena usitnjenost 2 mm kod ekstrakata dobijenih 
maceracijom 70% i 30% etanolom u toku 30 minuta, redom. 
 
 
Grafikon 14. Inhibicija DPPH radikala ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) dva 
stepena usitnjenosti 
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Grafikon 15. Inhibicija OH radikala ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) dva 
stepena usitnjenosti 
 
 5.3. Rezultati ukupnih fenola 
 
Grafikon 16. Ukupni fenoli u ekstraktima kore različitih Salix vrsta [mg GAE/g s.e.] 
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Grafikon 17. Ukupni fenoli u ekstraktima lista različitih Salix vrsta [mg GAE/g s.e.] 
 
 Sadržaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta 
vrba, dobijenim različitim tehnikama ekstrakcije, prikazani su na Grafikonima 16 i 17. 
 U ekstraktima kore količina ukupnih fenola kretala se u opsegu od 4,97– 103,27 
mg GAE/g s.e. Najveći sadržaj ukupnih fenolnih komponenti dobijen je u 30% 
etanolnom ekstraktu kore S. purpureanakon 48h maceracije. Među ekstraktima kore svih 
ispitivanih vrsta vrba, izuzev S. purpurea i S. triandra, najveća količina ukupnih fenola 
dobijena je 48-časovnom maceracijom 70% etanolom, što je u saglasnosti sa literaturnim 
podacima da sa povećanjem vremena ekstrakcije i koncentracije etanola, raste i prinos 
ukupnih fenolnih jedinjenja [10]. U poređenju sa sadržajem ukupnih fenola u kori S alba 
iz ispitivanja gde je ekstrakcija vršena 70% metanolom [129] i 80% metanolom [132], 
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dobijene vrednosti u ekstraktima kore u ovom radu su znatno niže, što potvrđuje da su 
polarniji rastvarači pogodniji za ekstrakciju fenolnih jedinjenja [133]. Uzimajući u obzir 
toksičnost metanola, etanol kao rastvarač ima prednost u odnosu na metanol jer je 
bezbedan za ljudsku upotrebu [134]. Količina ukupnih fenola u vrstama vrba ispitivanim 
u ovom radu je niža od sadržaja ukupnih fenola u vrsti S. aegyptiaca [55], što se može 
pripisati različitom postupku ekstrakcije, ali i genetskim faktorima i uslovima rasta 
različitih vrsta vrba. 
 U ekstraktima lista sadržaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio je u rasponu od 0,49 – 
87,06 mg GAE/g s.e. Ekstrakt lista vrste S. triandra dobijen 48-časovnom maceracijom 
70% etanolom je najbogatiji ukupnim fenolnim komponentama. Sadržaj ukupnih fenolnih 
jedinjenja u 70% etanolnom ekstraktu lista vrsta S. alba, S. amplexicaulis, S. purpurea i 
S. triandra je veći u odnosu na vrednost ukupnih fenola (27,5 mg GAE/g s.e.) dobijene 
istraživanjem u kome je ekstrakcija lista S. alba vršena 70% (v/v) acetonom uz magnetnu 
mešalicu [132], ukazujući na veću selektivnost 70% etanola za izolovanje fenola iz ovih 
vrsta vrba. 
 Uticaj stepena usitnjenosti droge na sadržaj ukupnih fenola u listu S. 
amplexicaulis prikazan je na grafikonu 18. 
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Grafikon 18. Sadržaj ukupnih fenola u ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) sa dva 
stepena usitnjenosti 
 
 Rezultati pokazuju da se veći sadržaj fenolnih jedinjenja dobija što je droga većeg 
stepena usitnjenosti bez obzira na primenjenu tehniku ekstrakcije. Sadržaj ukupnih fenola 
u drogi stepena usitnjenosti 0,35 mm je veći 2-2,5 puta od sadržaja fenola u drogi stepena 
usitnjenosti 2 mm kada je ekstrakcija vršena mikrotalasnom i ultrazvučnom tehnikom, 
dok je razlika još izraženija kod maceracije etanolom gde je veći i 3 do čak 154 puta. 
Najveća razlika u količini ukupnih fenola se uočava kod ekstrakata dobijenih 
maceracijom 30% etanolom u toku 30 min. Rezultati pokazuju da se smanjenjem veličine 
čestica biljnog materijala, čime se povećava specifična površina i skraćuje razdaljina za 
prenos mase, može značajno poboljšati efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja, što je u 
skladu sa literaturom [127].  
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 5.4. Rezultati ukupnih flavonoida 
 Sadržaj ukupnih flavonoida u ekstraktima kore i lista u ispitivanim vrstama roda 
Salix, dobijenim različitim tehnikama, prikazani su na Grafikonima 19 i 20. 
 
 
Grafikon 19. Sadržaj ukupnih flavonoida u ekstraktima kore različitih Salix vrsta [mg 
QE/g s.e.] 
 
 U ekstraktima kore količina ukupnih flavonoidnih komponenti bila je u rasponu 
od 1,28 – 34,67 mg QE/g s.e. (Grafikon 17). Ekstrakt kore vrste S. purpurea dobijen 48-
časovnom maceracijom 30% etanolom je sadržao najveću količinu ukupnih flavonoida. 
Pored kore vrste S. purpurea značajna koncentracija ukupnih flavonoidnih jedinjenja 
nalazi se i u kori vrste S. amplexicaulis, dok u kori ostalih vrsta vrba količina flavonoida 
dostiže maksimalno oko 7 mg QE/g s.e. 
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 U ekstraktima lista ispitivanih Salix vrsta koncentracija ukupnih flavonoida bila je 
nešto viša nego u kori i kretala se u intervalu od 1,45 - 49,79 mg QE/g s.e.(Grafikon 18).  
 
 
Grafikon 20. Sadržaj ukupnih flavonoida u ekstraktima lista različitih Salix vrsta [mg 
QE/g s.e.] 
 
 Najbogatiji ukupnim flavonoidima je 70% etanolni ekstrakt lista vrste S. 
amplexicaulis (2014). Pored vrste S. amplexicaulis i ekstrakti lista S. purpurea i S. 
triandra se ističu visokim sadržajem flavonoidnih jedinjenja. U listu većine vrsta najveća 
količina ukupnih flavonoida ostvarena je maceracijom 70% etanolom, dok se 
mikrotalasna tehnika pokazala kao efikasnija za izolovanje flavonoidnih jedinjenja iz lista 
S. triandra i S. eleagnos. 
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 Ako posmatramo ekstrakte dobijene klasičnim postupkom maceracije etanolom, 
uočava se da sa povećanjem koncentracije etanola od 30% do 70% raste i sadržaj ukupnih 
flavonoida. Izuzetak je kora S. purpurea gde se veći sadržaj ostvaruje ekstrakcijom 30% 
etanolom, ukazujući na veći udeo polarnih komponenti u dobijenom ekstraktu. Takođe, 
sa povećanjem dužine trajanja maceracije, raste i koncentracija ekstrahovanih 
flavonoidnih jedinjenja. 
 Količina ukupnih flavonoida u ekstraktima i kore i lista svih ispitivanih vrsta vrba 
u ovom radu veća je u odnosu na sadržaj flavonoida (1,13 mg QE/g ekstrakta) u kori S. 
alba koji je dobijen u istraživanju gde je ekstrakcija vršena 70% (v/v) metanolom [129]. 
 
 Na grafikonu 21 prikazan je uticaj stepena usitnjenosti na sadržaj ukupnih 
flavonoida u listu S. amplexicaulis (2014). 
 
 
Grafikon 21. Sadržaj ukupnih flavonoida u ekstraktima lista S. amplexicaulis (2014) sa 
dva stepena usitnjenosti 
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 Koncentracija ukupnih flavonoidnih jedinjenja je značajno veća što je biljna droga 
usitnjenija, nezavisno od tehnike ekstrakcije. Razlika je najizraženija pri maceraciji 30% 
etanolom u trajanju od 30 min, gde je sadržaj ukupnih flavonoida 20 puta veći u drogi 
većeg stepena usitnjenosti. Smanjenjem veličine čestica biljnog materijala pre ekstrakcije 
povećava se dodirna površina, što poboljšava prenos mase aktivnih principa iz biljne 
droge u rastvarač [131]. 
 
5.5. Validacija analitičke metode za određivanje sadržaja 5-CQA u ekstraktima 
vrbe 
 Procedure koje su korišćene za validaciju HPLC metode za određivanje 5-CQA u 
uzorcima kore i lista vrbe su opisane u literaturi [135-138]. Pri datim hromatografskim 
uslovima injektovani su i propuštani kroz kolonu radni standardni rastvori hlorogenske 
kiseline. Na osnovu dobijenih površina ispod krivih na hromatogramu (Slika 8) 
konstruisan je dijagram zavisnosti površine ispod krive (mAU*s) i koncentracije (mg/ml) 
hlorogenske kiseline i data regresiona jednačina (Tabela 6, Grafikon 22). 
 
Slika 8. HPLC hromatogram različitih koncentracija standarda hlorogenske kiseline 
76 
 
Tabela 6. Retenciono vreme i površine različitih koncentracija hlorogenske kiseline pri 
HPLC-analizi 
Redni broj 
standarda 
Rt [min] 
Površina ispod 
krive [mAU*s] 
Koncentracija 
[mg/ml] 
1 13,324 25,1911 0,101 
2 13,428 74,8446 0,303 
3 13,378 151,1112 0,606 
4 13,511 201,6691 0,808 
5 13,355 254,3282 1,010 
 
 
 
Grafikon 22. Dijagram zavisnosti površina ispod signala od različitih koncentracija 
hlorogenske kiseline 
 
Visoka vrednost koeficijenta r=0,999 pokazuje da postoji dobra korelacija između 
koncentracije hlorogenske kiseline i površina ispod krivih. Statističkom obradom podataka 
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dobijeni su i limit detekcije (LD=0,0026 mg/ml) i limit kvantifikacije (LQ=0,0087 
mg/ml). 
 Poređenjem vrednosti koncentracija hlorogenske kiseline dobijene 
eksperimentalno sa teorijskom vrednošću dobijene su vrednosti za prinos, na osnovu kojih 
se može reći da razrađeni postupak određivanja hlorogenske kiseline u uzorcima vrbe ima 
dobru tačnost (Tabela 7). 
 
Tabela 7. Rezultati tačnosti određivanja hlorogenske kiseline 
Teorijske koncentracije 
hlorogenske kiseline 
(mg/ml) 
Eksperimentalno 
određene koncentracije 
hlorogenske kiseline 
(mg/ml) 
Prinos (%) 
0,101 0,0991 ± 0,0009 98,12 
0,303 0,2889 ± 0,0014 95,35 
0,606 0,6001 ± 0,0016 99,03 
0,808 0,8151 ± 0,0022 100,88 
1,010 0,9655 ± 0,0009 95,59 
Prinos ± 2SD (%) 97,79 ± 4,68 
 
Preciznost – ponovljivost metode je ispitana analizom tri različite koncentracije u šest 
ponavljanja (Tabela 8). 
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Tabela 8. Rezultati preciznosti-ponovljivosti određivanja hlorogenske kiseline 
Teorijske 
koncentracije 
(mg/ml) 
Retenciono vreme (min) 
Površina ispod pika 
(mAu*s) 
0,101 13,323 ± 0,009 25,222 ± 0,154 
0,606 13,382 ± 0,006 151,188 ± 0,228 
1,01 13,359 ± 0,004 254,389 ± 0,435 
RSD (%) 0,029-0,067 0,15-0,61 
 
Vrednosti relativnih standardnih devijacija (RSD) za površine ispod signala i retenciona 
vremena (≤1,2%) pokazuju da metoda ima zadovoljavajuću ponovljivost. 
 
 Poređenjem hromatograma standarda hlorogenske kiseline i hromatograma 
uzoraka vrbe i proverom spektara dobijenih signala, ustanovljeno je da nema drugih 
signala čija retenciona vremena odgovaraju retencionom vremenu standarda hlorogenske 
kiseline, što navodi na zaključak da je metoda selektivna/specifična (Slika 9). 
Ispitivanjem uticaja neznatno promenjenih uslova hromatografije, kao što su različite 
temperature kolone (±1C), protok (±0,05 ml/min) i talasna dužina detekcije (±3 nm), 
potvrđena je postojanost metode. 
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Slika 9. HPLC hromatogram ultrazvučnog ekstrakta lista S. triandra 
 
 5.5.1. Ispitivanje sadržaja 5-CQA u ekstraktima lista i kore 
 
 Sadržaj 5-CQA određen primenom validovane metode u odabranim ekstraktima 
kore i lista vrba prikazan je u Tabeli 9. 
Tabela 9. Sadržaj hlorogenske kiseline u ekstraktima kore i lista vrba 
Ekstrakt 5-CQA [g/100 g droge] 
S. eleagnos kora (UZ) 4,72 ± 0.20d 
S. eleagnos list (UZ) 2,41 ± 0.25c 
S. fragilis kora (MT) 1,15 ± 0.03b 
S. fragilis list (UZ) 1,03 ± 0.03b 
S. triandra kora (MT) 0,61 ± 0.01a 
S. triandra list (UZ) 8,89 ± 0.34e 
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 Rezultati prikazani u Tabeli 9 pokazuju značajnu varijabilnost sadržaja 
hlorogenske kiseline u ispitivanim ekstraktima u zavisnosti od vrste vrbe, kao i biljne 
droge unutar iste vrste. Najveća količina 5-CQA određena je u ultrazvučnom ekstraktu 
lista vrste S. triandra, dok je najmanja u mikrotalasnom ekstraktu kore iste vrste. S. 
triandra je ujedno i vrsta vrbe u kojoj je najizraženija razlika u sadržaju hlorogenske 
kiseline između ekstrakata kore i lista, pri čemu je količina 5-CQA u kori 14,5 puta veća 
u listu nego u kori. Koncentracija 5-CQA je približno jednaka u ekstraktima kore i lista S. 
fragilis, dok je kod vrste S. eleagnos ona oko 2 puta viša u ekstraktu kore nego u listu. 
 
5.6. Hemijska karakterizacija visokoefikasnom tečnom hromatografijom (HPLC) 
 Hemijski sastav ekstrakata kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix, dobijenih 
različitim postupcima ekstrakcije, određen je HPLC analizom. Prisutne komponente bile 
su salicilni glikozid – salicin, fenolne kiseline - galna, hlorogenska, p-hidroksibenzojeva, 
vanilinska, siringinska, kafena, p-kumarinska i trans-cimetna kiselina, kao i flavonoidna 
jedinjenja - epikatehin, rutin, kvercetin i naringenin. Na Slikama 10-13 prikazani su 
reprezentativni hromatogrami ekstrakata lista i kore vrbe. 
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Slika 10. Hromatogram ultrazvučnog ekstrakta lista S. amplexicaulis (2014): S – salicin. 
 
Slika 11. Hromatogram ultrazvučnog ekstrakta lista S. fragilis: 1 – galna kiselina; 2 – 
hlorogenska kiselina; 3 – vanilinska kiselina; 4 – siringinska kiselina; 5 – kafena kiselina; 
6 – epikatehin; 7 – p-kumarinska kiselina; 8 – rutin; 9- kvercetin; 10 – trans-cimetna 
kiselina; 11 – naringenin 
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Slika 12. Hromatogram mikrotalasnog ekstrakta kore S. purpurea: S – salicin. 
 
 
Slika 13. Hromatogram mikrotalasnog ekstrakta kore S. purpurea: 1 - hlorogenska 
kiselina; 2 - kafena kiselina; 3 - epikatehin; 4 - p-kumarinska kiselina; 5 – rutin; 6 – 
kvercetin; 7 – trans-cimetna kiselina; 8 – naringenin. 
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Aktivne komponente ekstrakata identifikovane su poređenjen njihovih retencionih 
vremena i UV spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda svake 
komponente. Kvantitativna analiza sadržaja identifikovanih supstanci vršena je metodom 
spoljašnjeg standarda. 
 
 5.6.1. Salicin 
 
 
Grafikon 23. Sadržaj salicina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix 
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Grafikon 24. Sadržaj salicina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix 
 
 Salicin i njegovi derivati su taksonomski markeri roda Salix [115]. Salicin je 
detektovan i u kori i u listu svih ispitivanih Salix vrsta, ali je primetna varijabilnost 
sadržaja između vrsta, unutar iste vrste u zavisnosti od dela biljke i primenjene tehnike 
ekstrakcije. Koncentracije salicina u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta vrba 
dobijene različitim tehnikama ekstrakcije prikazane su na Grafikonima 23 i 24. U 
ekstraktima kore sadržaj salicina kretao se u opsegu od 0,26 – 1,46 g/100 g suve droge, 
dok je u listu bio u rasponu od 0,15 – 2,15 g/100 g suve droge. Najveća količina salicina 
detektovana je u ekstraktu lista vrste S. amplexicaulis (2014) dobijenom ultrazvučnom 
tehnikom, a visok sadržaj pomenute komponente u listu date vrste ostvaren je i 
mikrotalasnom ekstrakcijom. Ove vrednosti su bliske rezultatima ranije publikovanog 
istraživanja u kome je sadržaj salicina u listu vrste S. amplexicaulis muškog pola iznosio 
1,72% [115]. Visokom koncentracijom salicina ističu se i ekstrakti lista vrste S. purpurea 
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pripremljeni mikrotalasnom i ultrazvučnom tehnikom, a značajna količina je prisutna i u 
70% etanolnom ekstraktu. Rezultati dobijeni za pomenute ekstrakte su viši u odnosu na 
ranije publikovan sadržaj salicina u lišću S. purpurea iz Centralne Evrope (0,1 – 1,6%) 
[139]. S druge strane, dobijene vrednosti su slične ili nešto niže u odnosu na ranije 
ispitivanje gde se sadržaj salicina u listu S. purpurea kretao od 2 - 4%, dok su rezultati 
kvantifikacije salicina u kori ove vrste u saglasnosti sa ranijim studijama [140]. Sadržaj 
salicina u listu ostalih ispitivanih vrsta opada redosledom S. amplexicaulis (2013) > S. 
eleagnos > S. babylonica > S. fragilis > S. alba > S. triandra. U listu vrste S. alba salicin 
je prisutan samo u mikrotalasnom ekstraktu, dok u etanolnim i ultrazvučnom ekstraktu 
nije detektovan. Njegova količina je viša u odnosu na istraživanje gde je list S. alba 
ekstrahovan acetonom [141], ukazujući na prednost mikrotalasne tehnike. Nizak sadržaj 
salicina je određen u kori iste vrste, a mikrotalasna tehnika se i u ovom slučaju pokazala 
kao najefikasnija. Količina salicina u ekstraktu kore S. alba je u saglasnosti sa rezultatima 
ranijih istraživanja u kojima uzorci kore ove vrste sadrže od 0,1-1% (w/w) [142] i od 
0,57-0,66% salicina [143]. Međutim, koncentracije salicina u ekstraktima kore S. alba 
niže su u odnosu na drugo ispitivanje u kome je sadržaj salicina u kori ove vrste bio u 
rasponu od 1,29 – 1,87% [144]. Kada posmatramo koncentraciju salicina u kori 
ispitivanih Salix vrsta, ona je najviša u mikrotalasnom ekstraktu S. purpurea i S. 
amplexicaulis (2013), a zatim u ultrazvučnim ekstraktima ovih vrsta. Količina salicina u 
kori S. amplexicaulis niža je u odnosu na ranije istraživanje u kome je sadržaj salicina bio 
1,75% i 2,05% (ekstrakcija vršena metanolom) [115], a viša u odnosu na ispitivanje u 
kome je koncentracija ove fenolne kiseline bila 0,66% u kori iste vrste, pri čemu je i u 
ovom slučaju kao ekstragens korišćen metanol [145]. Mikrotalasna i ultrazvučna 
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ekstrakcija bile su najpogodnije tehnike za izolovanje salicina iz kore i lista većine 
ispitivanih vrsta roda Salix, sa izuzetkom lista S. babylonica i kore i lista S. triandra gde 
je maceracija 30% etanolom omogućila izdvajanje najveće količine salicina. 
Koncentracija salicina u kori S. triandra bliska je vrednostima (0,66-0,86%) dobijenim u 
ispitivanju sprovedenom u Poljskoj [146], a viša je u odnosu na istraživanje gde je 
sadržaj salicina u kori ove vrste bio < 0,1% [140]. Rezultati kvantifikacije salicina u 
ekstraktim lista su u suprotnosti sa ranijom studijom gde salicin nije bio prisutan u listu S. 
triandra [140]. Međutim, dobijeni sadržaj salicina u ekstraktima lista S. triandra viši je u 
odnosu na drugo istraživanje u kome je koncentracija salicina bila 0,07% i 0,089% u listu 
ove vrste [115]. Rezultati dobijeni za ekstrakte kore i lista S. fragilis odgovaraju ranije 
publikovanim, gde se sadržaj salicina u kori i listu ove vrste kretao od 0,1-1% [140]. 
 Evropska farmakopeja propisuje da se kao droga koristi kora mladih grana ili 
izdanci vrsta roda Salix, uključujući S. purpurea L., S. daphnoides Vill.i S. fragilis L. 
Droga treba da sadrži najmanje 1,5% salicilnih derivata izraženih preko salicina [34]. 
Rezultati su pokazali da nijedan od dobijenih ekstrakata kore ispitivanih Salix vrsta ne 
zadovoljava ovaj kriterijum. Koncentracija salicina u mikrotalasnom ekstraktu kore vrste 
S. purpurea je blizu granične vrednosti, ali je ipak ne prelazi, dok je u ekstraktima kore S. 
fragilis dva do pet puta manja od potrebne. Pored vrste vrbe, na sadržaj sekundarnih 
metabolita utiču brojni faktori kao što su pol biljke, njena starost, klimatski uslovi i doba 
dana kada je sakupljena [5]. Poznato je da količina fenolnih jedinjenja u biljnim tkivima 
može da varira u zavisnosti od doba dana, tako da su vrednosti više rano ujutru, a da 
opadaju u toku dana. Uočeno je da se koncentracija fenola u vrsti S. fragilis u toku dana 
smanjuje za 20%, a u vrsti S. purpurea za čak 40%. Takođe, sa starošću biljke dolazi do 
87 
 
promene u stvaranju fenolnih jedinjenja, pa se tako kod S. purpurea smanjuje ukupna 
koncentracija fenolnih komponenti što je starija [140]. Nasuprot kori, mikrotalasni 
ekstrakti lista vrste S. amplexicaulis (2013 i 2014), ultrazvučni ekstrakti lista S. 
amplexicaulis (2014) i mikrotalasni, ultrazvučni i 70% etanolni ekstrakti lista S. purpurea 
ispunjavaju zahteve farmakopeje u pogledu sadržaja salicina. Dobijeni rezultati ukazuju 
na potencijal primene lista odgovarajućih Salix vrsta kao lekovite sirovine i izvora 
salicina. 
 
 5.6.2. Galna kiselina 
 
 
Grafikon 25. Sadržaj galne kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix 
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 Rezultati kvantitativnog određivanja galne kiseline u ekstraktima kore i lista 
ispitivanih Salix vrsta prikazani su na Grafikonu 25. Sadržaj galne kiseline u ekstraktima 
kore kretao se u rasponu 15,4 – 69,62 mg/100 g suve droge, dok je u eksraktima lista bio 
u intervalu 15,46 – 101,6 mg/100 g droge. Najveća koncentracija galne kiseline je 
određena u ultrazvučnom ekstraktu lista S. fragilis. Ultrazvučna ekstrakcija je ujedno i 
jedina tehnika kojom je galna kiselina izolovana iz listova S. fragilis. S druge strane, 
ultrazvučnom tehnikom galna kiselina nije ekstrahovana iz kore i lista S. alba. U slučaju 
lista S. alba, pomenuta fenolna kiselina je određena samo u mikrotalasnom ekstraktu. 
Analogno listu S. fragilis, i kod lista S.eleagnos ultrazvučna tehnika je jedina omogućila 
ekstrakciju galne kiseline iz ove droge. Pored ultrazvučne, galna kiselina je ekstrahovana 
i mikrotalasnom tehnikom iz kore S. eleagnos, dok maceracijom etanolom različitih 
koncentracija ova fenolna kiselina nije izolovana ni iz kore ni iz lista pomenute vrste 
vrbe. U kori i listu vrsta S. amplexicaulis (2014) i S. purpurea galna kiselina nije 
detektovana, kao ni u kori S. amplexicaulis (2013). Kada je u pitanju list vrste S. 
amplexicaulis (2013), ova fenolna kiselina bila je prisutna u etanolnim ekstraktima, dok u 
mikrotalasnim i ultrazvučnim nije. Nasuprot tome, u listu vrste S. triandra galna kiselina 
je detektovana u mikrotalasnom i ultrazvučnom ekstraktu, dok u etanolnim nije. Iz kore 
S. triandra galna kiselina jedino nije ekstrahovana 30% etanolom. S. babylonica je jedina 
vrsta iz koje je ova fenolna kiselina izolovana pomoću svih primenjenih tehnika 
ekstrakcije, pri čemu je njena koncentracija veća u ekstraktima dobijenim 
nekonvencionalnim metodama u odnosu na ekstrakte dobijene maceracijom. U 
ekstraktima svih ispitivanih vrsta vrba u kojima je galna kiselina kvantifikovana, njen 
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sadržaj je veći nego u kori (0,69 mg/g s.e.) i listu (0,04 mg/g s.e.) vrste S. aegyptiaca 
[55]. 
 
 5.6.3. Hlorogenska kiselina 
 
 
Grafikon 26. Sadržaj hlorogenske kiseline u ekstraktima kore i ispitivanih vrsta roda 
Salix 
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Grafikon 27. Sadržaj hlorogenske kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix 
 
 Rezultati kvantifikacije hlorogenske kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih 
vrba, dobijenim različitim postupcima ekstrakcije prikazani su na Grafikonima 26 i 27. 
Može se uočiti da količina hlorogenske kiseline varira u zavisnosti od primenjene tehnike 
ekstrakcije, analiziranog dela biljke, kao i vrste vrbe. Sadžaj hlorogenske kiseline u kori 
ispitivanih Salix vrsta kretao se u intervalu od 0,028 – 0,514 g/100 g suve droge, dok je u 
listu bio u rasponu od 0,014 - 0,853 g/100 g suve droge. Najveća koncentracija 
hlorogenske kiseline u kori nalazi se u mikrotalasnom ekstraktu vrste S. triandra, dok se 
među uzorcima lista u ultrazvučnom ekstraktu vrste S. fragilis. Savremene tehnike 
ekstrakcije, bilo mikrotalasna bilo ultrazvučna, pokazale su se kao najefikasnije za 
izolovanje najveće količine hlorogenske kiseline iz gotovo svih ispitivanih vrsta vrba. 
Izuzetak su kora S. eleagnos gde je maceracija 30% etanolom dala najbolji prinos ove 
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fenolne kiseline, kao i list S. babylonica i kora S. purpurea gde je to bila ekstrakcija 70% 
etanolom. Veći sadržaj hlorogenske kiseline u kori nego u listu dobijen je u vrstama S. 
babylonica, S. purpurea (osim 70% etanolnog ekstrakta), etanolnim ekstraktima S. 
amplexicaulis (2013 i 2014) i 30% etanolnim ekstraktima vrsta S. eleagnos i S. fragilis. 
Viša koncentracija hlorogenske kiseline u listu u odnosu na koru utvrđena je u vrstama S. 
alba, S. triandra, mikrotalasnim i ultrazvučnim ekstraktima S. amplexicaulis (2013 i 
2014) i preostalim ekstraktima vrsta S. eleagnos i S. fragilis. 
Dobijena vrednost za sadržaj hlorogenske kiseline u ultrazvučnom ekstraktu lista S. 
fragilis u saglasnosti je sa koncentracijom ove fenolne kiseline u listu pomenute vrste iz 
Finske, dok u istom istraživanju hlorogenska kiselina nije detektovana u listovima vrsta 
S. purpurea i S. triandra [147]. Sadržaj hlorogenske kiseline u ekstraktima lista S. 
triandra, S. fragilis, mikrotalasnim i ultrazvučnim ekstraktima S. eleagnos i S. 
amplexicaulis (2014), kao i mikrotalasnom ekstraktu S. alba nalazi se u opsegu 
koncentracija hlorogenske kiseline u listovima vrste S. myrsinifolia [148]. 
 Na Grafikonu 28 dat je uporedni prikaz sadržaja hlorogenske kiseline u 
odabranim ekstraktima kore i lista vrba dobijen validovanom metodom za određivanje 5-
CQA (Metoda 1) i metodom za određivanje fenolnih jedinjenja (Metoda 2). 
 
92 
 
 
Grafikon 28. Uporedni prikaz sadržaja hlorogenske kiseline u ekstraktima vrba određen 
pomoću dve različite metode 
 
 Rezultati prikazani na Grafikonu 28 pokazuju da je značajno veći sadržaj 
hlorogenske kiseline u svim analiziranim ekstraktima vrba dobijen validovanom 
metodom za određivanje 5-CQA u odnosu na metodu gde je hlorogenska kiselina 
određena zajedno sa drugim fenolnim jedinjenjima, što potvrđuje veću selektivnost 
validovane metode za datu komponentu. Razlike u koncentracijama hlorogenske kiseline 
dobijenim primenom dve metode su najizraženije kod ekstrakata lista S. triandra i kore S. 
eleagnos, gde je sadržaj 10 i 16,5 puta viši kada je korišćena validovana metoda. 
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 5.6.4. P-hidroksibenzojeva kiselina 
 
 
Grafikon 29. Sadržaj p-hidroksibenzojeve kiseline u ekstraktima kore ispitivanih vrsta 
roda Salix 
 
Grafikon 30. Sadržaj p-hidroksibenzojeve kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta 
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 Rezultati kvantifikacije p-hidroksibenzojeve kiseline u ispitivanim vrstama roda 
Salix prikazani su na Grafikonima 29 i 30. Koncentracije ove fenolne kiseline u kori vrba 
bile su u opsegu 12,87 – 133,76 mg/100 g droge, dok su se u listu kretale od 12,85 – 
79,38 mg/100 g droge. Najviši sadržaj date fenolne kiseline u kori je određen u 
ultrazvučnom ekstraktu S. amplexicaulis (2014), a u listu u mikrotalasnom ekstraktu iste 
vrste. U vrstama S. purpurea i S. triandra p-hidroksibenzojeva kiselina nije detektovana 
ni u kori ni u listu, a nije prisutna ni u listu S. fragilis. U slučaju kore vrsta S. alba, S. 
amplexicaulis (2013), S. eleagnos i S. fragilis mikrotalasna tehnika se pokazala kao 
najefikasnija za izolovanje p-hidroksibenzojeve kiseline, dok je kod kore S. babylonica 
maceracija etanolom različitih koncentracija imala prednost u odnosu na 
nekonvencionalne tehnike ekstrakcije. Kada je u pitanju list, mikrotalasna tehnika je dala 
najveći prinos p-hidroksibenzojeve kiseline kod vrste S. amplexicaulis (2013), 
ultrazvučna kod S. eleagnos, dok je maceracija 70% etanolom bila najpogodnija kod vrsta 
S. alba i S. babylonica. Iz lista S. alba p-hidroksibenzojeva kiselina nije izolovana 
mikrotalasnom i ultrazvučnom tehnikom ekstrakcije. Na osnovu ranijih istraživanja je 
poznato da se p-hidroksibenzojeva kiselina javlja u drvetu vrsta S. nigra, S. babylonica i 
S. eriocephala, a njeno prisustvo je potvrđeno i u kori više vrsta roda Salix [31]. U 
literaturi nisu pronađeni podaci o sadržaju ove fenolne kiseline u listovima Salix vrsta. 
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 5.6.5. Vanilinska kiselina 
 
 
Grafikon 31. Sadržaj vanilinske kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda 
Salix 
 Vanilinska kiselina je detektovana u ekstraktima kore i lista vrste S. fragilis, dok u 
ostalim ispitivanim vrstama vrba nije bila prisutna. Rezultati kvantitivnog određivanja 
vanilinske kiseline prikazani su na grafikonu 31. Sadržaj ovog fenolnog jedinjenja u 
ekstraktima kore S. fragilis bio je u rasponu od 8,74 – 21, 57 mg/100 g droge, dok je u 
ekstraktima lista od 9,98 – 19,54 mg/100 g droge. Najveća koncentracija date 
komponente u kori dobijena je u 70% etanolnom ekstraktu, što je 2,5 puta više u odnosu 
na 30% etanolni ekstrakt. Mikrotalasnom ekstrakcijom kore izdvojena je količina 
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ultrazvučnom ekstraktu, što je 1,5 i 2 puta više u odnosu na količinu u 70% i 30% 
etanolnom ekstraktu, redom. Količina vanilinske kiseline veća je u kori u odnosu na list, 
izuzev kod ekstrakata pripremljenih postupkom maceracije 30% etanolom.Sadržaj date 
komponente u etanolnim ekstraktima kore i lista približna je količini vanilinske kiseline u 
drvetu vrste S. caprea (0,1 mg/g suvog drveta) [149], dok je u ekstraktima dobijenim 
savremenim tehnikama ekstrakcije i do 2 puta viši. Vanilinska kiselina je detektovana i u 
drvetu vrsta S. nigra, S. babylonica i S. eriocephala, kao i u kori S. daphnoides i S. 
sachalinensis [31]. 
 
 5.6.6. Siringinska kiselina 
 
 
Grafikon 32. Sadržaj siringinske kiseline u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda 
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 Rezultati određivanja sadržaja siringinske kiseline u ekstraktima ispitivanih Salix 
vrsta dobijenih različitim tehnikama prikazani su na Grafikonu 32. Siringinska kiselina je 
detektovana u niskim koncentracijama u kori i listu vrsta S. alba, S. babylonica, S. 
eleagnos, S. fragilis i listu S. triandra i kretala se u rasponu od 10,73 – 39,80 mg/100 g 
droge i od 5,71 – 23,72 mg/100 g droge, u ekstraktima kore i lista redom. Najveća 
količina siringinske kiseline dobijena je mikrotalasnom ekstrakcijom kore S. alba. Među 
ekstraktima lista najveća koncentracija siringinske kiseline bila je prisutna u ekstraktu 
vrste S. elaeagnos dobijenom mikrotalasnom tehnikom. Ova tehnika ekstrakcije se 
pokazala kao najefikasnija i u slučaju kore S. eleagnos i lista S. fragilis. Veća 
koncentracija siringinske kiseline u kori nego u listu detektovana je u vrstama S. alba i S. 
babylonica nezavisno od tehnike ekstrakcije. U vrstama S. eleagnos i S. fragilis tip 
ekstrakcije određuje u kojoj drogi je sadržaj siringinske kiseline dominantniji. U 
ekstraktima dobijenim maceracijom etanolom različitih koncentracija, količina 
siringinske kiseline je veća u listu u odnosu na koru S. eleagnos, dok je u mikrotalasnom i 
ultrazvučnom ekstraktu sadržaj veći u kori. Nasuprot tome, kod vrste S. fragilis veći 
sadržaj siringinske kiseline u kori dobijen je postupkom maceracije, a savremenim 
tehnikama u listu. 
Iz kore i lista S. amplexicaulis (2013 i 2014), S. purpurea i kore S. triandra pomenuta 
fenolna kiselina nije izolovana. Siringinska kiselina je prisutna u drvetu vrsta S. nigra, S: 
babylonica i S. eriocephala [31]. 
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 5.6.7. Kafena kiselina 
 
 
Grafikon 33. Sadržaj kafene kiselineu ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix 
 
 Rezultati kvantifikacije kafene kiseline u ekstraktima ispitivanih vrsta roda Salix, 
dobijenim različitim tehnikama prikazani su na Grafikonu 33. Kafena kiselina nije 
detektovana ni u kori ni u listu vrsta S. alba, S. amplexicaulis (2013 i 2014), S. 
babylonica i S. triandra, kao ni u kori S. fragilis ni u listu S. purpurea. Pomenuta fenolna 
kiselina nije izlovana ni iz lista S. eleagnos maceracijom etanolom različitih 
koncentracija, a ni mikrotalasnom tehnikom. Koncentracija kafene kiseline u ekstraktima 
kore u kojima je detektovana kretala se u intervalu od 48,54 – 105,19 mg/100 g droge. 
Najveći sadržaj kafene kiseline dobijen je u 70% etanolnom ekstraktu kore S. purpurea. 
U ekstraktima lista S. fragilis i kore S. eleagnos veća količina kafene kiseline dobijena je 
mikrotalasnom i ultrazvučnom tehnikom u odnosu na maceraciju etanolom. 
Koncentracije kafene kiseline u ekstraktima kore i lista određene u vrstama S. eleagnos, 
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S. fragilis i S. purpurea daleko su veće u odnosu na njen sadržaj u kori i listu S. 
aegyptiaca [55]. Nedostatak kafene kiseline u vrsti S. babylonica u suprotnosti je sa 
rezultatima ranijeg istraživanja u kome je ova fenolna kiselina kvantifikovana u listu 
pomenute vrste [150]. Prisustvo kafene kiseline potvrđeno je i u kori šest vrsta roda Salix 
[31]. 
 
 5.6.8. Epikatehin 
 
 
Grafikon 34. Sadržaj epikatehina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix 
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Grafikon 35. Sadržaj epikatehina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix 
 
 Rezultati kvantifikacije epikatehina u ekstraktima kore i lista ispitivanih Salix 
vrsta, dobijenim različitim ekstrakcionim tehnikama prikazani su na Grafikonima 34 i 35. 
Sadržaj epikatehina u ekstraktima kore bio je u intervalu od 35,59 – 503,43 mg/100 g 
suve droge, a u ekstraktima lista od 20,64 – 484,49 mg/100 g droge. Najniža 
koncentracija ovog flavonoidnog jedinjenja detektovana je u 30% etanolnom ekstraktu 
lista vrste S. alba, dok je najviša u mikrotalasnom ekstraktu kore S. amplexicaulis (2013). 
Iza mikrotalasnog, ekstrakti kore S. amplexicaulis (2013) dobijeni maceracijom 30% 
etanolom i ultrazvučnom tehnikom sadrže najveću količinu epikatehina u poređenju sa 
ekstraktima kore ostalih ispitivanih vrsta. Za razliku od kore S. amplexicaulis (2013), 
epikatehin je iz lista ove vrste izolovan jedino mikrotalasnom tehnikom ekstrakcije i to u 
desetostruko nižoj koncentraciji. Visokim sadržajem ovog flavan-3-ola ističu se i 70% 
etanolni i mikrotalasni ekstrakt lista vrste S. purpurea.  
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 5.6.9. P-kumarinska kiselina 
 
 
Grafikon 36. Sadržaj p-kumarinske kiseline u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda 
Salix 
 
 
Grafikon 37. Sadržaj p-kumarinske kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda 
Salix 
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 Rezultati određivanja sadržaja p-kumarinske kiseline u ekstraktima kore i lista 
ispitivanih vrsta roda Salix, dobijenim različitim ekstrakcionim tehnikama prikazani su na 
Grafikonima 36 i 37. Koncentracija p-kumarinske kiseline u ekstraktima kore kretala se u 
intervalu od 4 – 259,01 mg/100 g suve droge, a u ekstrsktima lista od 5,80 – 242,19 
mg/100 g droge. Među ekstraktima kore najveća količina ove fenolne kiseline 
detektovana je u mikrotalasnom ekstraktu vrste S. amplexicaulis (2014), dok je među 
ekstraktima lista u mikrotalasnom ekstraktu S. purpurea. Takođe, ako posmatramo 
sadržaj p-kumarinske kiseline u kori različitih vrsta dobijen istom tehnikom ekstrakcije, 
najveća količina je izolovana iz vrste S. amplexicaulis (2014) svakim pojedinačnim 
postupkom ekstrakcije, a najmanja iz kore vrste S. fragilis. Kada je u pitanju 
koncentracija p-kumarinske kiseline u listu, među svim ispitivanim vrstama najveća je 
dobijena u listu S. purpurea svim ekstrakcionim tehnikama, dok je najniža u listu S. 
babylonica. Mikrotalasna tehnika se pokazala kao najefikasnija za ekstrakciju p-
kumarinske kiseline i iz kore i iz lista gotovo svih ispitivanih vrsta vrba, sa izuzetkom 
lista S. triandra, gde je ultrazvučna ekstrakcija, kao i kore i lista S. babylonica i kore S. 
purpurea gde je maceracija 70% etanolom omogućila izdvajanje najveće količine ove 
fenolne kiseline. U poređenju sa sadržajem p-kumarinske kiseline u kori i listu vrste S. 
aegyptiaca [55], viši je dobijen u kori i listu S. purpurea i S. amplexicaulis (2014), 
približno jednak u kori S. alba, S. amplexicaulis (2013), S. babylonica, S. eleagnos, dok 
je niži u ekstraktima lista navedenih vrsta. Koncentracija p-kumarinske kiseline je niža i u 
kori vrste S. fragilis, dok je u listu slična vrednosti dobijenoj u vrsti S. aegyptiaca [55]. 
Prisustvo p-kumarinske kiseline je potvrđeno i u kori drugih predstavnika roda Salix [31]. 
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 5.6.10. Rutin 
 
Grafikon 38. Sadržaj rutina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix 
 
 
Grafikon 39. Sadržaj rutina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix 
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 Rezultati kvantitativnog određivanja rutina u ekstraktima kore i lista različitih 
vrsta roda Salix prikazani na Grafikonima 38 i 39. Koncentracija rutina u ekstraktima 
kore kretala se u opsegu od 0,09 – 0,53 g/100 g droge, dok je u ekstraktima lista bila u 
intervalu od 0,07 – 2,19 g/100 g droge. Najveći sadržaj rutina detektovan je u 
mikrotalasnom ekstraktu lista vrste S. eleagnos. U poređenju sa ostalim vrstama, rutin je 
iz lista pomenute vrste vrbe izolovana u najvećoj količini svakom ekstrakcionom 
tehnikom. 
 Kod većine vrsta roda Salix mikrotalasna ekstrakcija je omogućila izdvajanje 
najvećeg sadržaja rutina i iz kore i iz lista, izuzev kod vrste S. babylonica, gde prednost 
ima maceracija etanolom, što je slučaj i kod kore S. eleagnos i lista S. triandra. 
Ako se posmatra koncentracija rutina u ekstraktima kore i ekstraktima lista iste vrste 
vrbe, uočava se da je ona viša u ekstraktima lista vrsta S. amplexicaulis (2013, 2014), S. 
elaeagnos, S. fragilis i S. purpurea, skoro jednaka kod vrste S. alba, dok je viša u 
ekstraktima kore S. babylonica. Kod vrste S. triandraveći sadržajje dobijen u kori kada je 
ekstrakcija vršena 30% etanolom i mikrotalasnom tehnikom, dok je veća koncentracija u 
listu ostvarena maceracijom 70% etanolom i ultrazvučnom ekstrakcijom. 
Pored vrste S. eleagnos, visokim sadržajem rutina ističu se i S. amplexicaulis (2014) i S. 
purpurea. Vrbe ispitivane u ovom radu sadrže veću količinu rutina u odnosu na vrstu S. 
aegyptiaca (4,59 mg/g s.e.), pri čemu u listu pomenute vrste rutin nije ni detektovan [55]. 
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 5.6.11. Kvercetin 
 
Grafikon 40. Sadržaj kvercetina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix 
 
 
Grafikon 41. Sadržaj kvercetina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix 
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 Rezultati kvantifikacije kvercetina u ekstraktima kore i lista ispitivanih Salix 
vrsta, dobijenim različitim postupcima ekstrakcije prikazani su na Grafikonima 40 i 41. 
Može se uočiti da količina kvercetina varira u zavisnosti od primenjene tehnike 
ekstrakcije, od vrste vrbe i biljne droge. Mikrotalasna ekstracija ima prednost u odnosu 
na ostale tehnike za izolovanje kvercetina iz kore i lista S. alba, kore S. eleagnos i lista S. 
fragilis. Ultrazvučna i mikrotalasna tehnika su efikasnije od maceracije etanolom za 
ekstrakciju kvercetina iz kore i lista vrste S. triandra. Ekstrakcija 70% etanolom je 
omogućila izdvajanje najveće količine kvercetina u odnosu na ostale tehnike iz lista S. 
amplexicaulis (2013), kore i lista S. amplexicaulis (2014) i S. babylonica, kore S. fragilis 
i S. purpurea, dok je 30% etanolom iz kore S. amplexiculis (2013), lista S. eleagnos i S. 
purpurea. Koncentracije kvercetina u ekstraktima kore bile su u rasponu od 20,61 – 
168,16 mg/100 g droge, dok su u ekstraktima lista bile u intervalu od 17,40 – 168,42 
mg/100 g droge.Među ekstraktima kore, najveća količina kvercetina prisutna je u 70% 
ekstraktu kore S. amplexicaulis (2014), a zatim u 70% ekstraktima kore S. eleagnos i S. 
purpurea. Među ekstraktima lista, kvercetinom je najbogatiji 30% ekstrakt lista vrsteS. 
purpurea, a visokim koncentracijama ovog flavonoida ističu se i ekstrakti lista S. 
amplexicaulis (2013) i S. eleagnos. Ako posmatramo sadržaj kvercetina u kori i listu iste 
vrste vrbe, uočavamo da je on veći u kori S. alba (osim kod 30% ekstrakata), S. 
babylonica, S. eleagnos i S. triandra. List vrste S. amplexicaulis (2014) i S. fragilis sadrži 
više kvercetina od kore, dok kod vrsta S. amplexicaulis (2013) i S. purpurea sadržaj u 
kori i listu varira u zavisnosti od primenjene tehnike ekstrakcije. 
Količina kvercetina u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta vrba veća je u odnosu na 
koncentraciju ovog flavonoidnog jedinjenja u kori vrste S. aegyptiaca (1,47 mg/g s.e.) 
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[55]. Za razliku od lista S. aegyptiaca, kvercetin je detektovan u svim ekstraktima lista 
Salix vrsta ispitivanih u našem radu. 
 
 
 5.6.12. Trans-cimetna kiselina 
 
 
Grafikon 42. Sadržaj trans-cimetne kiseline u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda 
Salix 
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Grafikon 43. Sadržaj trans-cimetne kiseline u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda 
Salix 
 
 Rezultati kvantitativnog određivanja trans-cimetne kiseline u ekstraktima kore i 
lista ispitivanih vrsta vrba prikazani su na Grafikonima 42 i 43. Može se uočiti da 
primenjena tehnika ekstrakcije značajno utiče na sadržaj ove fenolne kiseline u dobijenim 
ekstraktima. Postupak ekstrakcije koji omogućava izolovanje najveće količine trans-
cimetne kiseline zavisi kako od ispitivane vrste roda Salix, tako i od vrste biljne droge. 
Koncentracija trans-cimetne kiseline u ekstraktima kore bila je u rasponu od 1,92-105,31 
mg/100 g droge, dok je u ekstraktima lista bila u intervalu od 3,27-167,24 mg/100 g 
droge. Nezavisno od primenjene tehnike ekstrakcije najniža količina trans-cimetne 
kiseline nalazi se u vrsti S. purpurea. Najveći sadržaj ove fenolne kiseline je dobijen u 
ultrazvučnom ekstraktu lista i kore vrste S. fragilis. Ultrazvučna ekstrakcija je omogućila 
dobijanje najvećeg sadržaja trans-cimetne kiseline i iz lista S. eleagnos, a i kore i lista S. 
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fragilis u poređenju sa ostalim postupcima ekstrakcije. Mikrotalasna tehnika je 
najpogodnija kod kore i lista vrste S. alba, kao i kore vrsta S. babylonica i S. eleagnos. 
Mecaracija 70% etanolomse pokazala najpodesnijom metodom kod lista S. babylonica, 
kore S. purpurea, kao i kore i lista S. triandra, dok je 30% etanolom kod lista S. 
purpurea. 
Veći sadržaj u listu nego u kori utvrđen je u vrstama S. alba, S. eleagnos (izuzev pri 
mikrotalasnoj ekstrakciji), S. fragilis, S. purpurea i S. triandra (osim pri maceraciji 30% 
etanolom). Veća koncentracija ove fenolne kiseline u kori nego u listu određena je u vrsti 
S. babylonica. U vrsti S. amplexicaulis trans-cimetna kiselina nije detektovana ni u kori 
ni u listu. 
 
 5.6.13. Naringenin 
 
 
Grafikon 44. Sadržaj naringenina u ekstraktima kore ispitivanih vrsta roda Salix 
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Grafikon 45. Sadržaj naringenina u ekstraktima lista ispitivanih vrsta roda Salix 
 
 Sadržaj naringenina u ekstraktima kore i lista ispitivanih vrsta roda Salix, 
dobijenim različitim postupcima ekstrakcije prikazani su na Grafikonima 44 i 45. Iz 
dobijenih rezultata može se uočiti da tehnika ekstrakcije značajno utiče na količinu ove 
flavonoidne supstance. Mikrotalasna i ultrazvučna ekstrakcija su najpogodnije za 
izolovanje naringenina iz vrsta S. alba, S. babylonica i S. triandra. Mikrotalasna tehnika 
je najefikasnija za ekstrakciju novog flavanona iz kore S. eleagnos, kore i lista S. fragilis, 
kao i lista S. purpurea. Maceracija 70% etanolom je najpodesnija za dobijanje najveće 
količine naringenina iz kore i lista vrste S. amplexicaulis (2013, 2014), lista S. eleagnos i 
kore S. purpurea. Koncentracije naringenina u ekstraktima kore bile su u rasponu od 
17,04 – 99,65 mg/100 g droge, dok su u ekstraktima lista bile u opsegu od 18,11 – 101,79 
mg/100 g droge. Najveći sadržaj ispitivanog flavanona i u kori i u listu dobijen je u vrsti 
S. purpurea. Količina ovog flavonoidnog jedinjenja veća je u listu nego u kori u vrstama 
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S. amplexicaulis (2013, 2014), S. eleagnos, S. fragilis i S. purpurea (izuzev 70% 
ekstrakta). Veći sadržaj naringenina u kori u odnosu na list nalazi se u S. babylonica i S. 
triandra, dok su koncentracije približne u obe droge vrste S. alba. 
Naringenin je karakterističan sastojak kore S. alba [151]. Priustvo naringenina potvrđeno 
je i u kori S. purpurea [9]. U ranije publikovanoj studiji sadržaj naringenina u drvetu i 
čvorovima vrste S. caprea kretao se u intervalu od 0,5-1,5 mg/g suvog drveta [149]. 
 
5.7. In silico ispitivanje inhibitornog delovanja izolovanih komponenti na enzime 
COX-1 i COX-2 
 
 5.7.1. Pravila Lipinskog 
 
 Sličnost leku („druglikeness“) komponenti izolovanih iz kore i lista analiziranih 
vrsta roda Salix ispitana je prema pravilim Lipinskog i prikaz njihovih osobina dat je u 
Tabeli 10. Jedan molekul je sličan leku ukoliko ima molekulsku masu manju od 500 Da, 
podeoni koeficijent oktanol-voda logP≤5, broj akceptora vodonika manji od 10, a donora 
atoma vodonika manji od 5 [116]. Od analiziranih komponenti ekstrakata kore i lista 
vrsta roda Salix pravila Lipinskog ne zadovoljava jedino rutin i on je isključen iz dalje 
doking studije. 
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Tabela 10. Svojstva Lipinskog komponenata ekstraktata kore i lista vrba (vrednosti koje 
ne zadovoljavaju pravila Lipinskog su zatamnjene) 
Komponente logP Mr (Da) 
Akceptori 
vodonika 
Donori 
vodonika 
Hlorogenska kiselina -0,4 354,31 9 6 
P-hidroksibenzojeva kiselina 1,6 138,12 3 2 
Siringinska kiselina 1,0 198,17 5 2 
Kafena kiselina 1,2 180,16 4 3 
Epikatehin 0,4 290,27 6 5 
P-kumarinska kiselina 1,5 164,16 3 2 
Rutin -1,3 610,52 16 10 
Kvercetin 1,5 302,24 7 5 
Trans-cimetna kiselina 2,1 148,16 2 1 
Naringenin 2,4 272,26 5 3 
Salicin -1,2 286,28 7 5 
 
 
 5.7.2. Molekularni doking 
 Rezultati doking analize komponenti koje zadovoljavaju pravila Lipinskog sa 
COX-1 predstavljeni su u Tabeli 11, a sa COX-2 u Tabeli 12. Vrednosti energije 
vezivanja (ΔGb) i konstante inhibicije (Ki) očitane su programom AutoDock Tools, dok 
su međumolekulske interakcije grafički prikazane pomoću programa Discovery Studio 
Visualiser. 
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Tabela 11. Rezultati doking analize komponenata ekstrakata kore i lista vrba i 
makromolekula COX-1 
Ligand 
ΔGb 
[kcal/mol] 
Ki Vodonične veze 
Hlorogenska kiselina -5,29 132,54 µM Arg120; Tyr385 
P-hidroksibenzojeva 
kiselina 
-4,39 602,75 µM Met522; Ser530 
Siringinska kiselina -4,51 494,94 µM Ile523; Ser530; Tyr385 
Kafena kiselina -5,46 98,75 µM Tyr355; Tyr385; Ser530 
Epikatehin -7,38 3,87 µM Tyr355; Met522 
P-kumarinska kiselina -4,89 260,27 µM Arg120; Tyr355; Met522 
Kvercetin -6,56 15,62 µM Arg120; Met 522; Ser530 
Trans-cimetna kiselina -4,94 240,23 µM Tyr355 
Naringenin -7,97 1,44 µM Arg120; Tyr355; Met522 
Salicin -5,57 82,44 µM 
Tyr385; Met522; Ile523; 
Ser530 
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Tabela 12. Rezultati doking analize komponenata ekstrakata kore i lista vrba i 
makromolekula COX-2 
Ligand 
ΔGb 
[kcal/mol] 
Ki Vodonične veze 
Hlorogenska kiselina -6,69 12,53 µM 
His90; Gln192; Trp387; 
Phe518: Met522 
P-hidroksibenzojeva 
kiselina 
-5,08 190,04 µM Tyr385; Met522; Ser530 
Siringinska kiselina -5,45 101,06 µM Tyr385; Met522; Ser530 
Kafena kiselina -5,73 63,17 µM Arg120; Tyr355; Ser530 
Epikatehin -7,78 1,99 µM Leu352; Ser353; Val523 
P-kumarinska kiselina -5,31 127,25 µM Arg120; Tyr355; Ser530 
Kvercetin -8,76 380,78 nM 
His 90; Gln192; Val349; 
Leu352; Ser353; Met522; 
Ser530 
Trans-cimetna kiselina -5,52 89,35 µM Ser530 
Naringenin -8,4 693,73 nM 
His90; Ser353; Tyr385;Met522; 
Ser530 
Salicin -5,22 150,37 µM 
Arg120; Met522; Val523; 
Ser530 
 
 Ispitivana su jedinjenja fenolne strukture izolovana iz kore i lista analiziranih 
vrsta roda Salix u cilju određivanja glavnih komponenti odgovornih za inhibiciju COX-1 
i COX-2. Analizom rezultata molekularnog dokinga prikazanih u Tabelama 11 i 12 
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uočava se da svi ispitivani sastojci ekstrakata kore i lista vrba ostvaruju interakciju sa 
izoenzimima ciklooksigenaze. Od ispitivanih jedinjenja najveći potencijal inhibicije 
ostvaruju flavonoidi kvercetin, naringenin i epikatehin. Primećuje se da ove komponente 
nisu selektivni inhibitori, a da ostvaruju neznatno jaču inhibiciju izoenzima COX-2. 
Posebno se ističe inhibitorni potencijal kvercetina i naringenina prema COX-2. Na 
Slikama 14 i 15 prikazane su interakcije kvercetina i naringenina sa ispitivanim 
makromolekulima. 
 
 
Slika 14. Levo: trodimenzionalni (3D) prikaz interakcije ligand-receptor kvercetina sa 
COX-1. Desno: šematski dvodimenzionalni (2D) prikaz. Isprekidanim zelenim linijama 
predstavljene su vodonične veze, dok su ljubičastom i ružičastom bojom prikazane Van 
der Valsove interakcije. 
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Slika 15. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor naringenina sa COX-2. Desno: 
šematski 2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodonične veze, dok 
su ljubičastom i ružičastom bojom prikazane Van der Valsove interakcije. 
 
 Najvažnije aminokiselinske rezidue na kompleksu COX-1-kvercetin su Val 116, 
Arg 120, Val 349, Leu 352, Met 522, Gly 526, Ala 527, Ser 530 and Leu 531. Većina 
ovih interakcija je hidrofobna i aromatična po prirodi, izuzev interakcija Arg 120, Met 
522 i Ser 530 koje sa kvercetinom grade vodonične veze. Relevantne aminokiseline u 
kompleksu COX-2-naringenin su His 90, Ser 353, Tyr 385, Trp 387, Met 522, Val 523 i 
Ser 530. Većina interakcija se ostvaruje preko vodonične veze, dok su veze sa Trp 387 i 
Val 523 hidrofobne. Većina ovih aminokiselinskih rezidua je utvrđena za jedinjenja koja 
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ostvaruju snažne interakcije sa izoenzimima ciklooksigenaze i odgovaraju aktivnom 
mestu vezivanja nesteroidnih antiinflamatornih lekova [152-154].  
 Osim flavonoida, veliki potencijal inhibicije poseduje i hlorogenska kiselina, koja 
postiže niske vrednosti energije vezivanja sa ispitivanim izoenzimima, dok su ostale 
komponente ekstrakata slabi inhibitori COX-1 i COX-2. 
 Dobro poznata dejstva salicina, kao proleka salicilne kiseline, u literaturi se 
objašnjavaju uticajem salicilne kiseline na ekspresiju gena za sintezu ciklooksigenaze, te 
su i rezultati doking studije u kojima salicin ne ostvaruje jaku inhibiciju aktivnog mesta 
izoenzima ciklooksigenaze u skladu sa navedenom teorijom [155]. 
 S obzirom na činjenicu da postoji određen stepen nepouzdanosti in silico metoda, 
dobijene rezultate potrebno je potvrditi in vitro i in vivo ispitivanjima. Tačno definisanje 
delujućih komponenti moglo bi dovesti do formulacije novih farmaceutskih preparata na 
bazi flavonoida i drugih polifenola kao farmaceutski aktivnih supstanci. Pored 
mehanizma inhibicije COX enzima, drugim ispitivanjima potvrđen je antiinflamatorni 
efekat flavonoida različitim ćelijskim mehanizmima [66, 67, 69, 70]. 
 
5.8. In silico ispitivanje inhibitornog delovanja dominantnih komponenti na enzim 
acetilholinesterazu 
 Primenom metode molekularnog dokinga ispitane su interakcije i afinitet 
vezivanja dominantnih komponenata ekstrakata kore i lista vrbe prema enzimu 
acetilholinesterazi. Rezultati doking analize su prikazani u Tabeli 13. 
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Tabela 13. Rezultati doking analize dominantnih komponenata ekstrakata kore i lista vrba 
i enzima AChE 
Ligand 
ΔGb 
[Kcal/mol] 
Ki Interakcije 
Epikatehin -8.54 551.1 nM 
Asp 74, Trp 86, Asn 87, Gly 
121, Tyr 124, Ser 125, Glu 
202, Ser 203, Tyr 337, His 
447 
Salicin -7.33 4.23 µM 
Asp 74, Thr 83, Trp 86, Asn 
87, Gly 121, Gly 122, Tyr 
124, Ser 125, Glu 202, Ser 
203, Tyr 337, Phe 338, His 
447 
Hlorogenska 
kiselina 
-6.74 11.54 µM 
Gln 71, Tyr 72, Asp 74, Trp 
86, Asn 87, Gly 121, Tyr 
124, Ser 125, Tyr 133, Glu 
202, Ser 203, Tyr 337, Tyr 
341, His 447 
Donepezil -7.63 2.53 µM  
 
Epikatehin, salicin i hlorogenska kiselina su pokazali dobar afinitet prema 
acetilholinesterazi u poređenju sa standardnim inhibitorom donepezilom. Među 
ispitivanim ligandima, epikatehin ima najnižu energiju vezivanja. Takođe, ova tri liganda 
ostvaruju interakcije sa važnim aminokiselinskim reziduama na aktivnom mestu 
acetilholinesteraze kao što su Asp 74, Trp 86, Gly 121, Tyr 124, Ser 125, Glu 202, Ser 
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203, Tyr 337 i His 447 [156]. Na Slikama 16-18 dat je trodimenzionalni i 
dvodimenzionalni prikaz interakcija liganada sa aktivnim mestom acetilholinesteraze. 
 
  
Slika 16. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor epikatehina sa AChE. Desno: 
šematski 2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodonične veze, dok 
su hidrofobne interakcije prikazane ostalim bojama. 
 
Epikatehin ostvaruje više vodoničnih veza sa istaknutim aminokiselinskim reziduama 
anjonskog mesta acetilholinesteraze, a to su Trp 86, Ser 125 i Glu 202. Interakcije 
epikatehina sa Ser 203 i His 447, značajnim aminokiselinsim reziduama katalitičkog 
mesta acetilholinesteraze, su hidrofobne i preko vodoničnog vezivanja, redom. Dodatno, 
epikatehin pokazuje hidrofobne interakcije sa nekima od važnih aminokiselinskih rezidua 
perifernog anjonskog mesta acetilholinesteraze, poput Gln 71, Tyr 72 i Asp 74. 
 
120 
 
 
Slika 17. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor salicina sa AChE. Desno: šematski 
2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodonične veze, dok su 
hidrofobne interakcije prikazane ostalim bojama. 
 
Najniži energetski konformer salicina ostvaruje hidrofobne interakcije sa 
aminokiselinskim reziduama katalitičkog mesta, Ser 203 i His 447. Većina interakcija 
između salicina i značajnih aminokiselinskih rezudua anjonskog mesta 
acetilholinesteraze, kao što su Trp 86, Ser 125 and Tyr 337, ostvarene su preko 
vodoničnih veza, dok su interakcije između salicina i Phe 338 hidrofobne. Takođe, salicin 
gradi vodonične veze sa Tyr 72 i Asp 74, kao i hidrofobne veze sa Tyr 124, koje su sve 
važne aminokiseline perifernog anjonskog mesta. 
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Slika 18. Levo: 3D prikaz interakcije ligand-receptor hlorogenske kiseline sa AChE. 
Desno: šematski 2D prikaz. Isprekidanim zelenim linijama predstavljene su vodonične 
veze, dok su hidrofobne interakcije prikazane ostalim bojama. 
 
Hlorogenska kiselina ostavruje više vodoničnih veza sa značajnim aminokiselinskim 
reziduama anjonskog mesta acetilholinesteraze, a to su Trp 86, Ser 125, Tyr 133, Glu 202 
i Tyr 337. Interakcije hlorogenske kiseline sa istaknutim aminokiselinskim reziduama 
katalitičkog mesta, Ser 203 i His 447, su po prirodi hidrofobne. Većina interakcija 
između hlorogenske kiseline i važnih aminokiselinskih rezidua perifernog anjonskog 
mesta, kao što su Gln 71, Asp 74 i Tyr 341, je hidrofobna, dok sa Tyr 72 gradi vodoničnu 
vezu. Dobijeni rezultati su u saglanosti sa zaključcima Zaitera i saradnika (2016), koji su 
utvrdili značajnu in vitro inhibitornu aktivnost ekstrakata kore S. alba prema enzimu 
acetilholinesterazi i dobru korelaciju između antiholinesterazne aktivnosti i bioaktivnih 
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komponenata salicina, katehina, galokatehina, procijanidina B1, B2, C1 i hlorogenske 
kiseline, potvrđujući ulogu ovih supstanci u pomenutom delovanju [78]. 
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6. ZAKLJUČAK 
 
• Uslovi (vreme ekstrakcije, polarnost rastvarača i stepen usitnjenosti), kao i 
tehnika ekstrakcije pokazuju značajan uticaj na ukupan prinos ekstrakcije, 
antioksidativnu aktivnost i sadržaj ukupnih fenolnih i flavonoidnih jedinjenja u 
ekstraktima kore i lista osam predstavnika roda Salix. 
• Klasična metoda maceracije 70% etanolom (v/v) bila je pogodnija od ultrazvučne 
i mikrotalasne za dobijanje ekstrakata sa jačim antioksidativnim potencijalom 
prema DPPH radikalu kod gotovo svih ispitivanih Salix vrsta, sa izuzetkom S. 
eleagnos gde su prednost imale savremene ekstrakcione tehnike. 
• Jaču inhibiciju hidroksilnog radikala ispoljili su ekstrakti dobijeni ultrazvučnom i 
mikrotalasnom metodom u odnosu na klasičnu maceraciju kod svih analiziranih 
vrsta vrba. 
• Prinos ekstrakcije i sadržaj ukupnih fenola i flavonoida je rastao sa porastom 
vremena ekstrakcije kao i sa stepenom usitnjenosti biljnog materijala jer je veća 
kontaktna površina sa rastvaračem i ekstrakcija antioksidantnih materija je 
intenzivnija. 
• Razvijena je brza i pouzdana analitička metoda određivanja sadržaja hlorogenske 
kiseline (5-CQA) u biljnim ekstraktima primenom HPLC i pokazala je visoku 
selektivnost, linearnost, tačnost, preciznost, ponovljivost i postojanost. 
Ispitivanjem sadržaja 5-CQA u odabranim ekstraktima vrba može se zaključiti da 
je najveća količina 5-CQA određena u ultrazvučnom ekstraktu lista vrste S. 
triandra, dok je najmanja u mikrotalasnom ekstraktu kore iste vrste. 
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• U svim ekstraktima ispitivanih vrsta vrba identifikovan je i kvantifikovan širok 
spektar fenolnih jedinjenja. Prisutne fenolne kiseline bile su galna, hlorogenska, 
p-hidroksibenzojeva, vanilinska, siringinska, kafena, p-kumarinska i trans-
cimetna kiselina, flavonoidi epikatehin, rutin, kvercetin i naringenin, kao i 
salicilni glikozid – salicin. Hemijski sastav i sadržaj sekundarnih metabolita u 
različitim vrstama vrba varirao je u zavisnosti od primenjene tehnike ekstrakcije. 
Iz svake analizirane vrste veći broj pojedinačnih komponenata u najvišoj 
koncentraciji izolovan je mikrotalasnom i ultrazvučnom ekstrakcijom u poređenju 
sa maceracijom etanolom. 
• Utvrđene su razlike u biološkoj aktivnosti između ekstrakata kore i ekstrakata 
lista iste vrste vrbe. Antioksidanto delovanje ekstrakata kore i lista zavisilo je od 
vrste radikala koju su neutralisali. Kod većine Salix vrsta jači antioksidantni 
potencijal prema DPPH radikalu ispoljili su ekstrakti kore, dok su kod vrsta S. 
amplexicaulis (2014) i S. triandra to bili ekstrakti lista. Ekstrakti lista vrsta S. 
alba, S. amplexicaulis (2013, 2014) i S. babylonica inhibisali su hidroksilne 
radikale u većoj meri nego ekstrakti kore istih vrsta, dok su kod vrsta S. eleagnos, 
S. fragilis, S. purpurea i S. triandra dominantniji bili ekstrakti kore. 
• Utvrđene su razlike u sadržaju aktivnih sastojaka između ekstrakata kore i 
ekstrakata lista iste vrste vrbe. Veći sadržaj pojedinačnih jedinjenja u ekstraktima 
kore ili lista zavisio je od same vrste vrbe. Komponente prisutne u većoj količini u 
listu nego u kori u svim ispitivanim vrstama roda Salix bile su rutin, a sa 
izuzetkom vrste S. babylonica i hlorogenska kiselina. U kori vrsta u kojima je 
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detektovana, koncentracija p-hidroksibenzojeve kiseline i epikatehina (sa 
izuzetkom S. purpurea) bila je veća nego u listu. 
• Utvrđene su razlike u antioksidantnoj aktivnosti i sadržaju sekundarnih metabolita 
od farmakološkog značaja kod ekstrakata različitih vrsta vrba.Sposobnost 
inhibicije DPPH radikala među ekstraktima različitih vrsta opadala je redosledom: 
S. alba>S. triandra>S. eleagnos>S. amplexicaulis (2013) > S. babylonica>S. 
amplexicaulis (2014) >S. purpurea>S. fragilis. Potencijal ekstrakata različitih 
vrsta da neutrališu hidroksilne radikale smanjivao se redosledom: S. alba>S. 
amplexicaulis (2014) >S. fragilis>S. purpurea>S. amplexicaulis (2013) >S. 
triandra >S. babylonica>S. eleagnos. U pogledu hemijskog sastava 
najraznovrsnija vrsta bila je S. fragilis. U pomenutoj vrsti sadržaj galne, 
hlorogenske, vanilinske i trans-cimetne kiseline bio je najveći u poređenju sa 
ostalim analiziranim vrstama roda Salix. Koncentracija p-hidroksibenzojeve, p-
kumarinske kiseline, kvercetina i salicina bila je najviša u vrsti S. amplexicualis 
(2014), dok je epikatehina bila u S. amplexicaulis (2013). U vrsti S. purpurea 
količina kafene kiseline i naringenina veća je u odnosu na ostale vrste vrba. 
Sadržaj rutina je bio najveći u vrsti S.eleagnos, a siringinske kiseline u S. alba. 
• In silico analizom utvrđena je antiinflamatorna aktivnost ekstrakata kore i lista 
vrba i glavne komponente odgovorne za inhibiciju izoenzima ciklooksigenaze. 
Flavonoidne komponente kvercetin, naringenin i epikatehin, kao i hlorogenska 
kiselina među fenolkarbonskim kiselinama, ostvaruju najniže energije vezivanja 
sa COX-1 i COX-2, ukazujući na jak inhibitorni potencijal prethodno navedenih 
jedinjenja. 
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• Rezultati analize metodom molekularnog dokinga pokazali su da dominantne 
komponente ekstrakata kore i lista vrba poseduju inhibitornu aktivnost prema 
enzimu acetilholinesterazi. Epikatehin, salicin i hlorogenska kiselina ostvaruju niz 
jakih vodoničnih veza i hidrofobnih interakcija sa značajnim aminokiselinskim 
reziduama na aktivnom mestu acetilholinesteraze, čime se može objasniti 
potentnost ovih jedinjenja. 
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